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3 Einleitung 
Chloroplasten sind die kennzeichnenden Organellen der höheren Pflanzen und 
befähigen diese, durch Photosynthese mittels CO2-Fixierung aus dem Sonnenlicht 
Energie für ihren Stoffwechsel zu gewinnen. Wie auch einige andere unter den 
Zellorganellen entstanden sie als Folge einer Endosymbiose: Man nimmt an, dass 
photosynthesefähige Prokaryoten, die mit Cyanobakterien verwandt sind, von 
Eukaryoten assimiliert wurden (Weeden 1981). Wie auch im Fall der Mitochondrien 
wurden mit andauernder Symbiose mehr und mehr prokaryotische Gene in den 
eukaryotischen Nukleus transferiert, vermutlich um das Stoffwechsel-Zusammenspiel 
der symbiotischen Partner zu optimieren (Martin & Herrmann 1998). Der 
prokaryotische Symbiont entwickelte sich im Lauf der Zeit zu einer Zellorganelle. Von 
den ca. 2500 chloroplastidären Proteinen werden heute nur noch rund 100 Proteine im 
Chloroplasten selbst codiert (Abdallah et al 2000), alle anderen sind kerncodiert und 
werden von Ribosomen im Cytoplasma synthetisiert. 
Eine Expression der prokaryotischen Gene im Nukleus ist nur sinnvoll, wenn der 
effektive posttranslationale Transport ihrer Proteine an deren Wirkungsort gesichert ist, 
so dass sie ihre Aufgaben ungehindert ausführen können. Der Transport kerncodierter, 
chloroplastidärer Proteine an ihr Ziel im Chloroplasten wird durch die zusätzliche 
Hürde des initialen Transports in den Chloroplasten noch komplexer als die 
Zielsteuerung von Proteinen außerhalb der Zellorganellen. Bei der Analyse der 
Transportmechanismen sollte man den symbiotischen Ursprung der Chloroplasten nicht 
aus den Augen verlieren. Aufgrund dieses symbiotischen Ursprungs können sowohl 
prokariotische als auch eukaryotische Transportelemente beteiligt sein, ebenso können 
sich speziell auf diese symbiotische Beziehung zugeschnittene, neue Lösungen 
entwickelt haben. Diese vielschichtigen Möglichkeiten und Hindernisse machen die 
Transportvorgänge der Proteine im Chloroplasten zu einem ebenso interessanten wie 
komplexen Forschungsgebiet. 
Es existieren sechs verschiedene Zielgebiete für chloroplastidäre Proteine: die äußere 
und die innere Chloroplasten-Hüllmembran, der dazwischen liegende 
Intermembranraum, das Stroma, die Thylakoidmembran und das davon umschlossene 
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Lumen (Abbildung 1). Man kann den Transport von Thylakoid-Proteinen in zwei große 
Bereiche unterteilen: Der erste Bereich ist der Transport der kerncodierten 
chloroplastidären Proteine von ihrem Entstehungsort, dem Cytoplasma, über die 
Hüllmembranen des Chloroplasten in das Stroma. Das Stroma entspricht dem 
Cytoplasma des prokaryotischen Symbionten, hier werden auch jene Proteine 
synthetisiert, die nach wie vor chloroplastidär codiert werden. Der Proteintransport zur 
Thylakoidmembran mit anschließender Integration oder Translokation ins Lumen ist der 
zweite große Teilbereich des Transports thylakoidärer Proteine. Die vorliegende Arbeit 
soll zur Aufklärung des Transports von Proteinen in und über die Thylakoidmembran 
beitragen. 
Stroma
Intermembranraum
Lumen
äußere Hüllmembran
innere Hüllmembran
Thylakoidmembran
Cytosol
prä-lumenales Protein
precursor-LHCP
prä-stromales Protein
Chloroplast
 
Abbildung 1: Protein-Targeting im Chloroplasten 
Im Chloroplasten können sechs unterschiedliche Zielgebiete angesteuert werden: Die beiden 
Hüllmembranen und der Intermembranraum, Stroma, Thylakoidmembran und Lumen. 
Kernkodierte Proteine mit einem N-terminalen Transit-Peptid werden über die general import 
pore ins Stroma transportiert. Das Transitpeptid wird von einer Peptidase abgespalten, und die 
Proteine werden an ihren weiteren Bestimmungsort sortiert. 
3.1 Transport über die chloroplastidären Hüllmembranen 
Alle bisher untersuchten Proteine, die über die Hüllmembranen hinweg in den 
Chloroplasten importiert werden, benutzen den general import pathway (Abbildung 1, 
Abbildung 2) Sie alle werden als precursor synthetisiert, d. h. sie tragen am N-
Terminus eine Signalsequenz, das Transit-Peptid, welches den Chloroplasten als Ziel 
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indiziert (Bruce 2000). Das Transit-Peptid erlaubt eine gezielte Steuerung zum 
Chloroplasten, die durch Phosphorylierung noch verstärkt wird (Sveshnikova et al 
2000). Der precursor wird vom Rezeptor der Translokase in der äußeren Hüllmembran 
erkannt (translocon at the outer membrane of chloroplasts, Toc) und nach 
Dephosphorylierung importiert. Die Translokase der inneren Hüllmembran (translocon 
at the inner membrane of chloroplasts, Tic) vermittelt den Transport über die innere 
Membran. Neben den zusammen agierenden Translokasen spielen Chaperone der 
Hsp70- und 14-3-3- Proteinfamilien eine Rolle beim Transport über die 
Hüllmembranen. Im Stroma wird die Transitsequenz von einer stromalen Peptidase 
abgespalten. Einen guten Überblick über den Proteinimport in Chloroplasten bietet 
Abbildung 2 (Soll et al 2002). 
?
4055
20
22
innere Hüllmembran
äußere Hüllmembran75
HSP70
nach J. Soll 2002 in Protein Targeting, Transport & Translocation
34
P
64
14-3-3
110
GTPGuidance-Komplex
TPR
160
ATP
GTP
Toc-Komplex
Tic-Komplex
Cytoplasma
Intermembranraum
Stroma
 
Abbildung 2: General Import Pore 
Der Guidance-Komplex aus Chaperonen geleitet die Proteine in importfähigem Zustand zur 
Translokase der äußeren Membran (Toc). Toc75 ist die Translokationspore des Toc-Komplexes, 
Tic110 die der Translokase der inneren Membran (Tic). Der Transportprozess ist abhängig von 
Nukleotiden und wird über Phosphorylierungsprozesse gesteuert. 
Neuere Untersuchungen des Chloroplastenproteoms deuten auf eine weitere Gruppe 
kerncodierter chloroplastidärer Proteine hin, die ohne Transitpeptid synthetisiert 
werden. Als Kandidat für ihren Transport zum Chloroplasten wird ein vesikulärer 
Transportmechanismus diskutiert. 
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3.2 Protein-Targeting zur Thylakoidmembran 
Das für den Chloroplasten charakteristische Thylakoidmembransystem hat sich aus der 
Plasmamembran des prokaryotischen Symbionten durch Einstülpung entwickelt, und 
ähnelt deshalb prokaryotischen Membranen. Dies geschah vermutlich schon vor dem 
symbiotischen Ereignis. Das Thylakoidmembransystem trägt die zur Photosynthese 
benötigten Proteinkomplexe und umschließt das Lumen, welches durch seinen extrem 
sauren pH-Wert zu einem ausgeprägten elektrochemischen Potential an der Thylakoid-
membran beiträgt. Dieser Membrangradient spielt für Prozesse an der Thylakoid-
membran häufig eine wichtige Rolle.  
Thylakoidlumen
cpSRP-Weg SpontaneIntegration
TAT
cpTAT-Weg
∆ pH
Hcf
106
cp
TatC Tha4
cpSec-Weg
Sec-
Translokase
cp
SecE Alb3
TD
ATP
∆ pH
GTP
ATP 
∆ pH
cpSecA
cpFtsY
cpSRP54
cpSRP43
Membran
Stroma
Transport zum Lumen Transport zur Membran
TDTD
cpSecY
nach: Schünemann, 2004
 
Abbildung 3: Transportwege an der Thylakoidmembran 
Lumenale Proteine werden mittels zweier unterschiedlicher Translokasen über die Membran 
translokalisiert. LHCP1 wird durch SRP an die Thylakoidmembran transportiert und mit Hilfe 
von Alb3 in die Membran integriert. Einige Proteine integrieren ‚spontan’ ohne bekannte 
energetische Voraussetzungen oder Proteinfaktoren in die Membran. 
Lumenale Proteine und die Membranproteine der Thylakoidmembran müssen zur 
Thylakoidmembran transportiert werden. Dabei unterscheidet man heute vier 
verschiedene Transportwege: Lumenale Proteine passieren die Thylakoidmembran 
durch zwei unterschiedliche Translokasen: die chloroplastidäre TAT (twin-argenin-
                                                 
1
 light harvesting chlorophyll-binding protein 
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translocon) und die chloroplastidäre Sec-Translokase (secretion translocase). Für 
Thylakoidmembranproteine werden der chloroplastidäre SRP-Weg (signal recognition 
particle pathway) und die Spontane Integration diskutiert (Abbildung 3). 
Diese Transportwege sind prokaryotischen Ursprungs und weisen daher Homologien zu 
bakteriellen Transportsystemen auf. Auch wenn die Grundzüge der Transportwege die 
gleichen sind, so finden sich doch häufig Unterschiede. Viele Komponenten der 
bakteriellen Systeme lassen sich im pflanzlichen Genom nicht finden. Ob sie sich in den 
bakteriellen Systemen erst nach dem symbiotischen Ereignis bildeten, im Chloroplasten 
verloren gingen oder durch andere Komponenten ersetzt wurden, um eine 
Einflussnahme der Zelle auf die Plastiden zu gewährleisten, ist bisher nicht bekannt. 
Neue Komponenten sind im plastidären System hinzugekommen, um die 
Transportwege an die speziellen Bedingungen anzupassen, welche durch die Symbiose 
und den daraus resultierenden Gentransfer in den Zellkern entstanden sind. 
3.2.1 Proteintransport ins Lumen 
Alle bisher untersuchten Proteine, die ins Lumen transportiert werden sollen, werden 
mit Signalpeptiden am N-Terminus synthetisiert. Bei kerncodierten lumenalen 
Proteinen liegt das Signalpeptid hinter dem Transit-Peptid für den Transport über die 
äußere Membran und vor dem N-Terminus des reifen Proteins (Hageman et al 1990), 
siehe auch Abbildung 1. Die Abspaltung des Transit-Peptids durch eine stromale 
Peptidase legt das Signalpeptid am N-Terminus frei. Die Signalpeptide sind in drei 
Teilbereiche gegliedert: die N-Domäne enthält geladene Aminosäuren, der mittlere 
Bereich (die H-Domäne) besteht vorwiegend aus hydrophoben Aminosäuren, und die 
C–Domäne endet auf das Konsensus-Motiv Ala-X-Ala (Dalbey & Robinson 1999, 
Robinson & Bolhuis 2001). Damit folgen sie im Wesentlichen dem Aufbau bakterieller 
Signalpeptide für die Proteinsekretion über die Plasmamembran. Erstaunlich ist, dass 
die Signalpeptide für die beiden Translokasen, sehr ähnlich sind. Genauere 
Untersuchungen zeigten aber, dass die Signale der TAT sich von denen der Sec-
Translokase unterscheiden. So haben die targeting-Signale der TAT ein essentielles 
RR–Motiv (twin-argenin motive) kurz vor der H-Domäne, welches der Translokase 
ihren Namen verleiht (Chaddock et al 1995), und eine stark hydrophobe Aminosäure an 
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Position 2 oder 3 der H-Domäne (Brink et al 1998). Diese Merkmale reichen 
offensichtlich aus, um ein effektives Ansteuern der TAT zu sichern. 
3.2.1.1 Der Sec-Weg (secretion pathway) 
Die Sec-Translokase ist prokaryotischen Ursprungs, jedoch auch in anderen 
Organismen verbreitet (Cao & Saier 2003). Als Teil des klassischen Sekretionswegs in 
Prokaryoten wurde die Sec-Translokase früher beschrieben als in Chloroplasten, und 
folglich ist sie in Prokaryoten auch besser untersucht (de Keyzer et al 2003). Der Kern 
der Translokationspore in E. coli besteht, wie in Abbildung 4 gezeigt, aus den Proteinen 
SecY, SecE und SecG (Brundage et al 1990). SecY und SecE sind für eine 
funktionierende Translokase essentiell. Das homodimere SecA ist eine ATPase, welche 
als Motor für die Translokation ins Lumen dient. SecA ist ein peripheres 
Membranprotein. Es ist über acidische Lipide an die Membran gekoppelt und interagiert 
mit dem integralen Membranprotein SecY (de Keyzer et al 2003). Zusammen mit der 
Translokationspore bildet es die Minimalausstattung für eine funktionierende 
Translokase (Brundage et al 1990).  
E. coli Thylakoide
cpSecY Alb3
cpSecE
SecD
SecF
SecBSecA cpSecA
Lep
YidCSecY
SecESecG
SecD YajC
cpLep
 
Abbildung 4: Vergleich bekannter Komponenten der Sec-Translokase in E. coli und 
Chloroplasten 
Für SecG und SecB konnten keine homologen Proteine im sequenzierten A. thaliana Genom 
gefunden werden. Möglich ist jedoch die Existenz von noch nicht identifizierten funktionealen 
Homologen, da vermutlich noch nicht alle Komponenten des chloroplastidären Systems 
identifiziert wurden. 
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Die klassischen Substrate des Sec-Wegs sind Membranproteine der äußeren Membran, 
die zunächst posttranslational ins Periplasma sekretiert werden. Charakteristisch für 
diese Proteine sind die aus β-Faltblatt-Strukturen bestehenden Transmembrandomänen 
(TMDs). SecB, ein tetrameres Chaperon der Sec-Translokase, bindet diese Regionen im 
ungefalteten Zustand und hält das stark hydrophobe Substrat dadurch 
translokationsfähig (Kumamoto & Francetic 1993). SecB enthält basische 
Aminosäuren, über die es an das saure SecA koppelt (Hartl et al 1990). SecA bindet 
dabei auch an das Signalpeptid des precursor. Diese Interaktionen bewirken eine 
Konformationsänderung von SecA, welche die Nukleotidbindungsstelle der ATPase 
exponiert. Wird diese Bindungsstelle durch ATP besetzt, erfolgt eine Translokation von 
ca. 20 AS des Substrats in die Pore. Dabei verbleibt der N-Terminus des precursor im 
Stroma und das Substrat bindet an die Translokationspore. Durch Hydrolyse des 
gebundenen ATPs wird der precursor von allen Komponenten der Sec-Translokase 
losgelöst und die Translokation wird durch das Membranpotential der Plasmamembran 
ein Stück weiter vorangetrieben. Der Zyklus aus ATP-Bindung und Hydrolyse setzt sich 
fort, bis das Substrat ins Periplasma freigesetzt wird. Die Signalpeptidase (ein 
Membranprotein) spaltet das Signalpeptid vom precursor. Diese Spaltung erfolgt schon, 
bevor das Protein ins Periplasma freigesetzt wird (Schiebel et al 1991).  
Die chloroplastidäre Sec-Translokase (cpSec-Translokase) besteht aus den bisher 
identifizierten Untereinheiten cpSecY und cpSecE (Schuenemann et al 1999), siehe 
auch Abbildung 4. Für das 45 kD-Protein cpSecY werden aufgrund des Hydropathie-
profils, und in Analogie zum E. coli SecY, zehn TMD mit einer Nin-Cin-Topologie 
vorausgesagt (Laidler et al 1995). Unter Berücksichtigung der Evolution der 
Thylakoidmembranen aus der prokaryotischen Plasmamembran wird dabei das Stroma 
mit „in“ und das Lumen mit „out“ bezeichnet. Für den C-Terminus ist die stromale 
Lokalisation bestätigt, da Antikörper gegen den C-Terminus an intakte Thylakoide 
binden. Die Sequenz von cpSecE, einem 16 kD-Protein, lässt auf eine Transmembran-
domäne schließen (Schuenemann et al 1999). Damit gleicht es den meisten bakteriellen 
SecE-Homologen, die eine TMD mit Nin-Cout-Orientierung besitzen. (E. coli SecE 
besitzt drei TMDs. Die C-terminale TMD ist dabei zu den single-span-Proteinen 
homolog (Hartmann et al 1994)). Des Weiteren wurden chloroplastidäre Homologe zu 
SecA (Yuan et al 1994) und der Signalpeptidase gefunden. Im Gegensatz dazu sind im 
3 Einleitung 
 - 15 - 
sequenzierten Genom von A. thaliana keine Hinweise auf Homologe für SecG und 
SecB zu finden. 
3.2.1.2 Die Twin-Argenin-Translokase (TAT) 
Wie die Sec-Translokase ist auch die TAT prokaryotischen Ursprungs. Durch die Sec-
Translokase können nur ungefaltete Proteine „hindurchgefädelt“ werden. Im Gegensatz 
dazu können über den TAT-Weg auch gefaltete Proteine und solche, die bereits einen 
Cofaktor tragen, transportiert werden. Hinweise auf die Existenz des TAT-Wegs 
wurden zuerst im Chloroplasten entdeckt (Cline et al 1992, Mould & Robinson 1991): 
Eine Reihe von lumenalen Proteinen wurde offensichtlich ohne die Hydrolyse von 
Nuklotiden (Sec-Weg: ATP-abhängig, SRP-Weg: GTP-abhängig) transportiert, 
benötigten aber den Protonengradient an der Thylakoidmembran, um translokalisiert zu 
werden. Außer dem Protonengradienten sind drei verschiedene Proteine notwendig: 
Hcf106 (Voelker & Barkan 1995), Tha4 (Walker et al 1999) und cpTatC (Mori et al 
2001). Die precursor binden zunächst an einen Rezeptorkomplex aus cpTatC und 
Hfc106 (Cline & Mori 2001, Mori et al 2001). Tha4 wird an den Translokationsort 
rekrutiert, woraufhin der precursor ins Lumen transportiert wird (Mori et al 2001). 
Chaperone oder weitere Komponenten sind für den TAT-Weg bisher nicht bekannt und 
auch mechanistische Studien stehen noch aus. 
3.2.2 Proteinintegration in die Thylakoidmembran 
3.2.2.1 Spontane Integration 
Einige Proteine werden offensichtlich ohne Unterstützung von stromalen Komponenten, 
integralen Membranproteinen oder Nukleotiden in die Thylakoidmembran integriert. 
Kandidaten hierfür sind PsbS (Kim et al 1999, Woolhead et al 2001), PsbW, PsbX und 
PsbY (Tissier et al 2002, Woolhead et al 2001), CFoII (Tissier et al 2002), PsaK (Mant 
et al 2001) und cpSecE (Moore et al 2002, Steiner et al 2002). Unklarheit besteht noch 
im Fall der Elip (early light inducible proteins). Es wurde gezeigt, dass Elip2 ohne 
Beteiligung von Sec-, TAT- oder SRP-Pathway integriert wird (Kim et al 1999), 
während die Doppelmutante des SRP-Wegs reduzierte Elip-Level zeigt (Hutin et al 
2002). 
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3.2.2.2 Der signal recognition particle (SRP)-Weg und Alb3 
Der SRP-Weg ist ein evolutionär alter Mechanismus des cotranslationalen 
Proteintransports von Membranproteinen und kommt in Eukaryoten, Prokaryoten und 
Archaea vor (Koch et al 2003). Alle SRP besitzen ein Homolog einer GTPase, welche 
beim Proteintransport zum ER in Eukaryoten 54 kD groß ist (SRP54). Im Allgemeinen 
ist der SRP ein Ribonukleoprotein, das neben dem SRP54 noch weitere Proteinfaktoren 
beinhalten kann. SRP54 bindet an die Signalsequenz des naszierenden Proteins, und die 
RNA-Komponente bewirkt im eukaryotischen System einen Translationsstopp. SRP, 
naszierendes Protein und Ribosom binden an einen löslichen Rezeptor, der die 
Zielsteuerung zur Membran vermittelt (Koch et al 2003). In E. coli sind 
Membranproteine bekannt, die zur Integration neben SRP die Sec-Translokase 
benötigen (Beck et al 2001, Samuelson et al 2000, Scotti et al 2000, Urbanus et al 
2001), andere integrieren sec-unabhängig in die Membran (Samuelson et al 2000). 
Für kerncodierte Chloroplasten-Proteine kann ein solcher cotranslationaler 
Mechanismus nicht zum Tragen kommen. Hier existiert ein posttranslationaler SRP-
Weg (Schunemann 2004), siehe auch Abbildung 5. Er ist am Transport fast aller 
Mitglieder der LHCP-Familie von der Hüllmembran durch das Stroma an die 
Thylakoidmembran beteiligt (Amin et al 1999, Hutin et al 2002). Der posttranslationale 
chloroplastidäre SRP besitzt ebenfalls ein SRP54-Homolog (cpSRP54), jedoch im 
Gegensatz zu den klassischen cotranslationalen SRP’s keine RNA-Komponente (Li et al 
1995). Stattdessen weist er ein neuartiges 43 kD-Protein (cpSRP43) auf, für das bisher 
noch kein Homolog gefunden wurde (Klimyuk et al 1999, Schuenemann et al 1998, 
Yuan et al 2002). CpSRP und LHCP bilden den so genannten Transitkomplex, der das 
hydrophobe LHCP im Stroma löslich hält. Die Interaktionen innerhalb des 
Transitkomplexes und eine mögliche Struktur sind bei Groves und Jonas-Straube 
beschrieben (Groves et al 2001, Jonas-Straube et al 2001). Um LHCP in die 
Thylakoidmembran zu integrieren sind neben SRP auch cpFtsY (das chloroplastidäre 
Homolog des SRP-Rezeptors FtsY) und GTP notwendig (Tu et al 1999, Yuan et al 
2002). CpFtsY kommt hauptsächlich im Stroma vor, liegt jedoch auch mit der 
Thylakoidmembran assoziiert vor (Tu et al 1999). Alb3 ist ein Kandidat für die an der 
Integration von LHCP beteiligte Translokase. Es ist ein integrales Thylakoidmembran-
protein, das für die Integration von LHCP essentiell ist (Moore et al 2000), und mit 
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cpSRP/cpFtsY interagiert (Moore et al 2003). Alb3 gehört zur Oxa1-Proteinfamilie. 
Ihre Mitglieder (Membranproteine) sind an der Integration von Membranproteinen in 
die entsprechenden Membranen beteiligt (Kuhn et al 2003, Luirink et al 2001). 
cpSRP
Transitkomplex
+ cpFtsY
+ GTP
LHCP
Thylakoidmembran
Alb3
43 54
5443
nach Schünemann 2004
 
Abbildung 5: Der posttranslationale SRP-Weg in Chloroplasten 
Der posttranslationale SRP, bestehend aus den Proteinen cpSRP54 und cpSRP43, bildet mit 
seinem Substrat LHCP den so genannten Transitkomplex. Über das Rezeptorprotein cpFtsY 
wird dieser zur Thylakoidmembran gesteuert, wo Alb3 an der Integration von LHCP in die 
Membran beteiligt ist. 
3.3 Die Oxa1-Familie 
Oxa1 steht für oxidase assembly 1 (siehe auch 3.3.1). Proteine der Oxa1-Familie sind 
ubiquitär verbreitet. Studien von Luirink und Yen (Luirink et al 2001, Yen et al 2001) 
zeigen, dass sich mindestens ein Homolog dieser Familie in allen bis dato vollständig 
sequenzierten Genomen findet. Die Homologe für die Funktionsdaten vorliegen sind am 
Transport von Proteinen über Membranen, bzw. an der Integration von Proteinen in 
Membranen, beteiligt. Oxa1-Proteine sind Membranproteine, die eine konservierte, 200 
Aminosäuren (AS) große, hydrophobe Kernregion besitzen. Der N-Terminus jenseits 
der konservierten Region variiert je nach Organismus beträchtlich in der Länge und die 
Größe der Proteine reicht von ca. 200-620 AS. Dabei zeigen viele Eubakterien (mit 
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Ausnahme der gram-positiven Bakterien) eine N-terminale, 300 AS große, 
periplasmatische Domäne (Luirink et al 2001). Im Gegensatz dazu reicht bei den in 
Organellen lokalisierten Homologen ein relativ großer C-Terminus (Abbildung 6) in 
Matrix bzw. Stroma (Kuhn et al 2003). Die Hydropathie-Analysen zeigen fünf Trans-
membrandomänen (TMDs) im konservierten Bereich (Saaf et al 1998, Yen et al 2001), 
siehe auch Abbildung 6. Die putative TMD 4 fehlt bei sieben der acht untersuchten 
Archaea-Proteine, beim achten fehlt sie zur Hälfte (Yen et al 2001). Die erste putative 
TMD zeigt stark amphipathischen Charakter und könnte an der Bildung einer 
Translokase beteiligt sein. Die TMDs gehören zu den am stärksten konservierten 
Bereichen. Es gibt jedoch auch zwei stark konservierte Bereiche zwischen den TMD 1 
und 2, sowie einen konservierten Abschnitt zwischen TMD 2 und 3 (Yen et al 2001). 
Intermembranraum
Matrix
Periplasma
Cytoplasma
Lumen
Stroma
NN
N C
Oxa1p
YidC
Alb3
C C
 
Abbildung 6: Die Oxa1-Familie 
Die konservierten Bereiche liegen im Abschnitt der fünf C-terminalen Transmembrandomänen. 
Die Sequenzen der Proteine variieren auch im konservierten Bereich recht stark, nur ein 
einziger Tyrosinrest ist in allen 76 untersuchten Proteinen konserviert (Yen et al 2001). 
Eine phylogenetische Analyse (Yen et al 2001) zeigt, dass sich die Sequenzen in 
Organismen des gleichen Reiches stark ähneln. Eine Ausnahme bilden hierbei die 
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eukaryotischen Proteine. Sie bilden im phylogenetischen Baum zwei Cluster. Einer 
entspricht dabei den chloroplastidären Genen, im anderen Cluster befinden sich die 
bekannten mitochondrialen Gene. Alle bisher lokalisierten eukaryotischen Proteine 
wurden in Chloroplasten und Mitochondrien gefunden, nicht aber in der Plasma-
membran, dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) oder dem Golgi-Apparat. Im 
mitochondrialen Cluster finden sich paraloge Proteine, welche mit den jeweiligen 
Homologen aus anderen Organismen enger verwandt sind als mit dem Paralog, was auf 
eine frühe Genduplikation, noch vor der Trennung der Eukaryotischen Reiche schließen 
lässt (Yen et al 2001). 
3.3.1 Oxa1p 
Oxa1p wurde als erstes Protein der Oxa1-Familie gefunden und gibt ihr seinen Namen. 
Es wurde zuerst in zwei unabhängigen genetischen Untersuchungen (Bauer et al 1994, 
Bonnefoy et al 1994) identifiziert, die nach Proteinen suchten, welche an der 
Assemblierung des Cytochrom Oxidase-Komplex beteiligt sind. Oxa1p ist ein 36 kD-
Protein, das in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Es besitzt fünf TMDs 
mit einer Nout-Cin-Topologie (Herrmann et al 1997) und bildet einen homooligomeren 
Komplex (Nargang et al 2002). Einen ersten Hinweis auf Proteintransport-Aktivität war 
seine Beteiligung am Export des N-Terminus von pCoxII in den Intermembranraum 
(Hell et al 1997, Stuart 2002). Oxa1p ist an einer Reihe von Proteinintegrationen in die 
innere Mitochondrienmembran beteiligt, welche mit dem Export des N-Terminus in den 
Intermembranraum beginnen. Des Weiteren ist es auch an der Integration von 
Membranproteinen deren N-Terminus in der Matrix verbleibt beteiligt (Stuart 2002). 
Letztere integrieren, im Gegensatz zu ersteren, ohne dass ein Membranpotential 
vonnöten wäre. Oxa1p interagiert direkt mit seinem Substrat, auch mit naszierenden 
Proteinen (Hell et al 1998, Hell et al 2001). Es konnte gezeigt werden, dass der in die 
Matrix ragende C-Terminus eine α-Helix-Domäne besitzt, die das translatierende 
Ribosom binden kann, und so die Integration unterstützt (Jia et al 2003, Szyrach et al 
2003). Kürzlich wurde beobachtet, dass besonders stark Oxa1p-abhängige Substrate 
stark geladene loops in den Intermembranraum hinein besitzen (Herrmann & Bonnefoy 
2004). Damit ist hoffentlich ein erster Schritt in Richtung Aufklärung des 
Funktionsmechanismus von Oxa1p getan. 
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3.3.2 YidC 
YidC ist das Oxa1p-Homolog in E. coli (Bonnefoy et al 1994). Das 60 kD-Protein ist 
ein integrales Membranprotein der Plasmamembran und besitzt sechs Transmembran-
domänen mit einer Nin-Cin-Topologie (Saaf et al 1998). Es ist ein weiteres gut 
untersuchtes Mitglied der Oxa1-Familie und wurde als Komponente der Sec-
Translokase identifiziert (Nouwen & Driessen 2002, Scotti et al 2000). Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass es eine Rolle bei der Integration einiger Membranproteine 
spielt. Darunter sind sowohl Membranproteine, die sec-abhängig integrieren (Beck et al 
2001, Samuelson et al 2000, Scotti et al 2000, Urbanus et al 2001), als auch solche, die 
sec-unabhängig sind (Samuelson et al 2000). Dabei ist interessant, dass die Integration 
der sec-unabhängigen Proteine viel stärker von YidC abhängt, als die der sec-
abhängigen (Froderberg et al 2003, Samuelson et al 2000, Urbanus et al 2001). Für 
diese Untersuchungen wurden als sec-unabhängige, stark YidC-abhängige Substrate 
Phagen-coat-Proteine und künstliche Konstrukte verwendet. Kürzlich konnte gezeigt 
werden, dass auch die zelleigenen Proteine Cytochromoxidase A (CyoA) und F0c 
(Membranuntereinheit der F1F0-ATPase) YidC-abhängig in die Plasmamembran 
integrieren (van der Laan et al 2003). Dies erklärt, warum YidC für E. coli essentiell ist, 
und warum die Depletierung von YidC einen Verlust des Membrangradienten zur Folge 
hat (van der Laan et al 2003). 
Bisher wurde angenommen, dass nur die von der Sec-Translokase und YidC 
abhängigen Proteine mittels SRP zur Membran transportiert werden. Alle bisher 
untersuchten sec-unabhängigen Proteine sind SRP-unabhängig. Es handelt sich bei 
diesen jedoch ausschließlich um Phagenproteine. Untersuchungen an künstlichen 
Modellproteinen deuten jedoch an, dass auch eine sec-unabhängige SRP/YidC-
vermittelte Integration möglich ist (Froderberg et al 2003). Untersuchungen über den 
Transport von Substraten wie CyoA und F0c zur Membran stehen noch aus. Für das 
mitochondriale Homolog Oxa1p konnte kürzlich gezeigt werden, dass es direkt mit den 
translatierenden Ribosomen interagieren kann (Jia et al 2003, Szyrach et al 2003). Für 
YidC konnte bisher lediglich gezeigt werden, dass es mit hydrophoben Abschnitten der 
sec-abhängigen Substrate assoziiert (Beck et al 2001, Urbanus et al 2001, van der Laan 
et al 2001). Eine neuere Studie zeigt auf, dass diese Assoziation durch die konservierten 
Transmembrandomänen von YidC vermittelt wird (Jiang et al 2003). Dabei ist diese 
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Assoziation weitgehend unanfällig gegen Mutationen der TMDs, solange ihre 
Hydrophobizität gewahrt bleibt. Dies führt zu der Annahme, dass YidC ein 
Membranchaperon ist, dass eine hydrophobe Plattform für die Assemblierung von 
Helixbündeln bildet, und dadurch die Ausbildung aktiver Konformationen ermöglicht 
(Jiang et al 2003, Kuhn et al 2003). Auch frühere Studien deuten darauf hin, dass YidC 
die Assemblierung von Helixbündeln im Zusammenhang mit ihrem lateralen Austritt 
aus der Sec-Translokase vermittelt (Beck et al 2001). Eine Rolle als Translokase für 
sec-unabhängige Proteine wird in Analogie zu Oxa1p (Luirink et al 2001, Nargang et al 
2002) diskutiert. 
3.3.3 Alb3 
Alb3 ist das YidC-Homolog in A. thaliana. Eine alb3-Mutante wurde in einem screen 
isoliert, der dazu dienen sollte, das Ac/Ds transposon-tagging-System in A. thaliana zu 
etablieren (Long et al 1993). Das ALB3-Gen wurde identifiziert, die cDNA isoliert, und 
das Gen sowie der Phänotyp der Mutante charakterisiert (Sundberg et al 1997). Die 
alb3-Mutation ist rezessiv. Die homozygoten alb3-Mutanten sind steril und nicht in der 
Lage, ohne externe Kohlenstoffquelle zu überleben. Sie zeigen einen Albino-Phänotyp 
(albino3-mutant, alb3): Ihre Blattmasse enthält nur etwa 5% der Chlorophyllmenge des 
Wildtyps. Unter dem Elektronenmikroskop zeigt sich eine Beeinträchtigung der 
Chloroplasten-Morphologie. Die Menge an Thylakoidmembranen ist stark reduziert und 
die Grana fehlen fast komplett (Sundberg et al 1997). Das Alb3-Protein ist 
chloroplastidär lokalisiert. Dies wurde durch Import in den Chloroplasten und durch 
Immunogold-Markierung mit einem Antikörper gegen den C-Terminus von Alb3 
gezeigt. Alb3 ist dabei in der Thylakoidmembran zu finden (Sundberg et al 1997). Erste 
Vergleiche der von der cDNA abgeleiteten Proteinsequenz offenbarten die Homologie 
zu Proteinen der Oxa1-Familie (Sundberg et al 1997). Diese wurde später durch 
Komplementierungsversuche bestätigt (Jiang et al 2002). Eine Expressionsanalyse 
ergab, dass ALB3 vor allem in grünen Geweben exprimiert wird. Ausserdem wurde 
gezeigt, dass eine Expression der CAB-Gene, welche für die LHC-Proteine codieren, in 
der Mutante nicht unterbunden wird (Sundberg et al 1997). Wenn die Thylakoide vorher 
mit Antikörpern gegen den ersten cytoplasmatischen loop von Alb3 behandelt wurden, 
wurde die Integration der SRP-abhängigen LHCPs (Lhcb1) in in vitro-Experimenten 
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mit isolierten Thylakoiden verhindert (Moore et al 2000). Zwei weitere Proteine der 
LHC-Familie integrieren Alb3-abhängig in die Thylakoidmembran: Lhcb4.1 und Lhcb5 
(Woolhead et al 2001). Dabei zeigte sich, dass in diesen in vitro-Experimenten eine 
strikte Korrelation der Abhängigkeit von Alb3 und SRP vorlag. In Analogie zur Rolle 
von Oxa1p bei der Integration von Proteinen in die innere Mitochondrienmembran 
wurde eine Alb3-Translokase bzw. Alb3 als Rezeptorprotein einer Translokase 
vorgeschlagen (Moore et al 2000). 
Neben den Untersuchungen in A. thaliana existiert auch die Studie einer 
Chlamydomonas reinhardtii alb3-Mutante (Bellafiore et al 2002). Der Phänotyp der 
Chlamydomonas-Mutante ist wesentlich schwächer ausgeprägt: photoautotrophes 
Wachstum ist möglich, wenn auch auf einem deutlich reduzierten Level. Dies steht 
möglicherweise im Zusammenhang mit der Existenz eines homologen Gens, das klar 
zur Alb3- und nicht zur Oxa1-Gruppe zählt. 
3.4 Zielsetzung 
Oxa1-Homologe wurden bisher in Mitochondrien (Oxa1p), E. coli (YidC) und 
Chloroplasten (Alb3) genauer untersucht. Dabei ist Alb3 das bislang am wenigsten 
analysierte Protein. Es spielt offenbar eine Rolle in der Biogenese der 
Thylakoidmembran, wobei bisher nur LHC-Proteine als Substrate bekannt sind. Über 
den Mechanismus, mit dem diese Substrate in die Membran integriert werden, und 
welche genaue Rolle Alb3 bei diesem Vorgang spielt, ist bisher noch nichts bekannt. 
Daher sollte die Funktion von Alb3 beim Proteintransport genauer untersucht werden. 
1. Um die Voraussetzungen für Alb3-Analysen in unserem Labor zu schaffen, 
musste die ALB3-cDNA kloniert werden. Für die Untersuchungen auf 
Proteinebene wurde ein Antikörper gegen Alb3 benötigt. Dieser sollte gegen 
ein aus der Literatur bekanntes, antigenes Peptid aus Alb3 gebildet werden. 
2. Zu Beginn dieser Arbeit war noch nichts über den oligomeren Zustand von 
Alb3 bekannt. Oxa1 und YidC konnten jedoch aus homo- bzw. 
heterooligomeren Komplexen isoliert werden. Es galt zu überprüfen, ob 
A. thaliana Alb3 in höhermolekularen Komplexen oder als Monomer vorlag. 
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3. Für YidC konnte gezeigt werden, dass es mit der Sec-Translokase assoziiert, 
und beide Komponenten an der Integration von Plasmamembranproteinen 
beteiligt sind. Oxa1p dagegen vermittelt die Integration von Proteinen in die 
Innere Mitochondrienmembran eigenständig, da die Komponenten des Sec-
Wegs in Mitochondrien nicht vorhanden sind. In Chloroplasten existiert 
neben Alb3 auch die Sec-Translokase. Daraus ergibt sich die Frage, ob Alb3 
und cpSecY bzw. cpSec-Translokase assoziieren und bei der 
Proteinintegration zusammenspielen.  
4. Eine Suche nach Mitgliedern der Oxa1-Familie ergab, dass in A. thaliana 
sechs Homologe aus dieser Familie vorkommen. Wenn eines davon Alb3 ist 
und eines AtOxa1, welche Funktion haben dann die anderen Homologen? 
Da für drei der unbekannten Homologe eine mögliche chloroplastidäre 
Lokalisation vorausgesagt wurde, sollten diese näher charakterisiert werden. 
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4 Material und Methoden 
4.1 Material 
4.1.1 Chemikalien 
Restriktionsenzyme und die dazugehörigen Puffer stammten von Fermentas. 
35S-Methionin  Amersham Freiburg AG1094-500 
Accu Taq LA DNA Polymerase  SIGMA Taufkirchen D-8045 
Anti-Rabbit IgG SIGMA Steinheim T-5268 
BCA Protein Essay Reagent A PIERCE Bonn 23224 
BCA Protein Essay Reagent B PIERCE Bonn 23224 
Bis-Tris  AppliChem Darmstadt A 1025 
BS3  PIERCE  Bonn BK45446 
CHAPS AppliChem Darmstadt A1099,0005 
Complete Mini Roche Mannheim 1836153 
Coomassie® Brilliant Blau G-250  SERVA Heidelberg 17524 
Coomassie® Brilliant Blau R-250 AppliChem Darmstadt A 1092 
Digitonin  CalbioChem Schwalbach 300410 
dNTP-Set Fermentas St. Leon-Rot R0181 
Dodecyl-β-D-maltosid AppliChem Darmstadt A0819,0001 
Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus Fermentas St. Leon-Rot SM0321 
Gene Ruler 1Kb DNA Ladder Fermentas St. Leon-Rot SM0313 
Glutathione Sepharose 4B Amersham Freiburg 17-0756-01 
Hyperfilm ECL  Amersham Freiburg RPN2103K 
Kaleidoskope Marker BioRad München 161-0324 
Kodak Biomax MR Film  Kodak Rochester, USA 8736936 
Kodak Biomax MS Film Kodak Rochester, USA 8222648 
Lysozyme AppliChem Darmstadt A-3711,0001 
Molecular Weight Marker Kit SIGMA Steinheim MW-GF-1000 
Murashige and Skoog Salt Mixture SIGMA Taufkirchen 43K23751 
n-Octyl-β-D-Glucosid AppliChem Darmstadt A1010 
pDrive Klonierungsvektor Qiagen Hilden 231122 
pGEM-T easy Vector System II Promega Mannheim II A1380 
pGEX-4T-3 Amersham Freiburg 27-4583-01 
Prestained Protein MW Marker Fermentas St. Leon-Rot SM0441 
Protein A Sepharose CL-4B Amersham Freiburg 17-0780-01 
Reader Taq DNA Polymerase Fermentas St. Leon-Rot K1721 
SDS-PAGE-Standard BioRad Hercules, USA 161-0304 
SP6 Polymerase Fermentas St. Leon-Rot EP0131 
Sulfo-MBS PIERCE Bonn MW416,30 
Super Signal West Femto Trial Kit PIERCE Bonn 34094 
Super Signal West Pico Trial Kit PIERCE Bonn 34079 
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T4 DNA Ligase Fermentas St. Leon-Rot EL0011 
Taq DNA Polymerase Fermentas St. Leon-Rot EP0402 
Titan™ One Tube RT-PCR-System Roche Mannheim 1 888 382 
Triton X-100 SERVA Heidelberg 37240 
Tween 20 AppliChem Darmstadt A 1389 
4.1.2 Verbrauchsmaterial 
Blotting Papier Macherey-Nagel Düren 
DNA Gelextraktions-Kit Millipore Schwalbach 
FastPlasmid Mini-Präp-Kit Eppendorf Hamburg 
GenElute Plasmid-Midi-Präp-Kit SIGMA Taufkirchen 
Jetquick PCR-Aufreinigungs-Kit Genomed Löhne 
Miracloth Calbiochem Schwalbach 
PCR-Thermo-Strips 0,2 ml Peqlab Erlangen 
PCR-Tubes 0,2 ml Brand Essex, USA 
Perfectprep Gelextraktionskit Eppendorf Hamburg 
Petrischalen Greiner Frickenhausen 
Pipettenspitzen Greiner Frickenhausen 
Polyprep Chromatographie Säulen Biorad München 
Polyscreen PVDF-Membranen PerkinElmer Rodgau 
Porablot NCL Nitrocellulosemembran Macherey-Nagel Düren 
PS Küvetten halbmikro Brand Essex, USA 
QIAEX II Gelextraktions-Kit Qiagen Hilden 
Reaktionsgefäße 15 ml Greiner Frickenhausen 
Reaktionsgefäße 50 ml Greiner Frickenhausen 
Safelock 1,5 ml Eppendorf Hamburg 
Safelock 2 ml Eppendorf Hamburg 
UV Küvetten mikro Brand Essex, USA 
Wizard-Minisäulchen Promega Mannheim 
4.1.3 Geräte 
Color Laserjet 4600 dn   HP Böblingen 
Drehinkubator L28  Labinco BV Breda, NL 
Geltrockner Model 583  Biorad München 
Heizblock 1202  Peqlab Erlangen 
Microwelle Microwave 800  Severin Sundern 
Minigelsystem Perfect Blue Mini S  Peqlab Erlangen 
Minigelsystem Perfect Blue Mini L  Peqlab Erlangen 
Power Supply PowerPac 200  Biorad München 
Power Supply E143  Consort Turnhout, B 
Power Supply E835  Consort Turnhout, B 
PH-Meter MP220 InLab 410 Mettler Toledo Giessen 
Photometer Biowave S2100  Biochrom Cambridge, UK 
Pipetten Research  Eppendorf Hamburg 
Pipetten Pipetman P2  Gilson Den Haag, NL 
Pipettierhilfe pipetus  Hirschmann Eberstadt 
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Rührer mit Heizung Stuart SB162  Bibby Sterlin Staffordshire, UK 
Schüttelwasserbad 1083  GFL Burgwedel 
Schüttler S-4  ELMI Riga, Latvia 
Semi-Dry Blotter Trans-Blot SD  Biorad München 
Thermocycler Mastercycler gradient  Eppendorf Hamburg 
Thermoschüttler Thermomix comfort  Eppendorf Hamburg 
Thermoschüttler Minitron MI-2KA  Infors Einsbach 
Ultra-Turrax T25 basic  IKA Staufen 
Vortex MS2  IKA Staufen 
Waage EW 1500-2M  Kern Balingen 
Zentrifuge J-21C JA-20 Beckman München 
Zentrifuge  5415D F45-24-11 Eppendorf Hamburg 
Zentrifuge 5804R A-4-44 Eppendorf Hamburg 
Zentrifuge 5417R F45-30-11 Eppendorf Hamburg 
Zentrifuge RC2-B GSA Sorvall Langenselbold 
 
4.1.4 Primer 
Die über die Primer eingefügten Schnittstellen sind in der Sequenz fett hervorgehoben. 
forALB3Afl3(13) 5’-cca cat gtc gag agt tct agt ctc g TIB MOLBIOL Berlin 
revALB3Hind3(14) 5’-ccc aag ctt cta tac agt gcg ttt ccg ctt TIB MOLBIOL Berlin 
forALB50EcoRI(19) 5’-ccg aat tcc cct ttg acta ag caa cag gtt TIB MOLBIOL Berlin 
revALB50XhoI(20) 5’-gac tcg agt cac aac gga tta aca cca gct TIB MOLBIOL Berlin 
fALB3-4(97) 5’-atg gca gtg tgg agg agt tg Sigma ARK Steinheim 
rALB3-4(98) 5’-tca gaa atg atc ctt tct gcg Sigma ARK Steinheim 
fALB3-6(99) 5’-atg gtg gtg gac agt gac gg Sigma ARK Steinheim 
rALB3-6(100) 5’-tta gct ttg cga gac ttg acg Sigma ARK Steinheim 
fAlb3(3)PagI(126) 5’-gcg ttc atg agt tca aca ata tcc c Sigma ARK Steinheim 
rAlb3(3)XbaI(127) 5’-ggc tct aga tta atg aga atg ctg ttg ttc Sigma ARK Steinheim 
fALB3Hom3(142) 5’-caa gtt atg tct tca aca ata tcc Sigma ARK Steinheim 
rALB3Hom3(143) 5’-gaa tta cct ctt ctc tgt ttc  Sigma ARK Steinheim 
fRTALB3(3)(172) 5’-tca cag tgg agt agg agg Sigma ARK Steinheim 
rRTALB3(uni)(173) 5’-agg gtc gat tca acc tgt Sigma ARK Steinheim 
fRTALB3(2)(174) 5’-tcc aca ggc aaa gtc ctc Sigma ARK Steinheim 
fpAlb3(3)SalI(175) 5’-tag tcg acg gtt tta gtc cga ctt tga gcc Sigma ARK Steinheim 
rpAlb3(3)SmaI(176) 5’-tat ccc ggg ttg aag aca tct cta gg Sigma ARK Steinheim 
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4.2 Anzucht und Präparation des Pflanzenmaterials 
4.2.1 Anzucht der Pflanzen 
4.2.1.1 Arabidopsis thaliana  
Verwendet wurden Pflanzen des Ecotyps Columbia. Die Pflanzen wurden in einem 
[8,5 Stunden Licht/ 22 °C und 15,5 Stunden Dunkelheit/ 19,5 °C]-Zyklus bei einer 
Lichtintensität von 100 µEm-2s-2 auf Blumenerde/Sand 3:1 und einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 65% in der Phytokammer angezogen und nicht pikiert. 
4.2.1.2 Erbse (Pisum sativum) 
Verwendet wurden Samen der Sorte „Kleine Rheinländerin“ oder „Wunder von 
Kelvedon“. Ca. 150 g Erbsen wurden dreimal gewaschen und über Nacht mit 1,5 l 
Wasser eingeweicht. Die Aussaat erfolgte in einer 22 x 32 cm großen Pflanzschale auf 
ca. 2 cm Blumenerde. Die Samen wurden mit Erde bedeckt und in der Phytokammer 
(9 Stunden Licht/ 22 °C und 15 Stunden Dunkelheit/ 18 °C; 65% relative 
Luftfeuchtigkeit) angezogen. 
4.2.2 Präparation der Thylakoidmembranen von Arabidopsis thaliana 
Ca. 15 g Blattmaterial von fünf Wochen alten Pflanzen wurde frisch geerntet. Alle 
weiteren Arbeitsschritte fanden im Kühlraum, bzw. auf Eis, mit eisgekühlten 
Reagenzien statt. Die Blättchen wurden mit dem Ultra-Turrax in 400 ml frisch 
angesetztem Homogenisierungspuffer zerschlagen. Durch Filtern über zwei Lagen 
Miracloth wurden die groben Gewebeteile abgetrennt. Das Filtrat wurde bei 4 °C und 
1.500 x g für 5 Minuten zentrifugiert und das Pellet in ca. 40 ml SH-Puffer gewaschen. 
Dabei wurde das Pellet mittels eines Haarpinsels resuspendiert. Nach erneuter 
Sedimentation bei 4 °C und 1.500 x g für 5 Minuten wurde das Pellet in ca. 15 ml HM-
Puffer resuspendiert und 5 Minuten auf Eis inkubiert, um die Chloroplasten osmotisch 
aufzuschließen. Die Thylakoidmembranen wurden sedimentiert und in exakt 10 ml HM-
Puffer aufgenommen. 20 µl der Membranpräparation wurden zur Chlorophyll-
bestimmung entnommen. Das Gros der Thylakoidmembranen wurde zur erforderlichen 
Chlorophyllkonzentration aufgenommen, dabei wurde das Pellet mit ca. 50 % des 
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Endvolumens einkalkuliert. Falls nicht anders erforderlich, wurde mit 20 mM HEPES 
pH 8,0 eine Konzentration von 2 mg Chlorophyll/ ml eingestellt. 
Homogenisierungspuffer frisch ansetzen 
 66 ml 2 M Sorbitol 330 mM Sorbitol 
 20 ml 1 M HEPES pH 8,0 50 mM HEPES pH 8,0 
 8 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 10 mM EDTA pH 8,0 
 0,2 g BSA 0,05 % BSA (w/v) 
 0,35 g Ascorbinsäure 5 mM Ascorbinsäure 
ad 400 ml H2O 
1x SH-Puffer Lagerung: -20 °C 
 12,5 ml 1 M HEPES pH 8,0 50 mM HEPES pH 8,0 
 41,3 ml 2 M Sorbitol 330 mM Sorbitol 
ad 250 ml H2O 
HM-Puffer Lagerung: -20 °C 
 1 ml 1 M HEPES pH 8,0 10 mM HEPES pH 8,0 
 0,5 ml 1 M MgCl2 5 mM MgCl2 
ad 100 ml H2O 
4.2.3 Chlorophyllbestimmung 
20 µl Thylakoidmembran-Präparation wurden in 980 µl 80 % Aceton durch Vortexen 
gelöst, unlösliche Komponenten durch Zentrifugation für zwei Minuten bei 16.000 x g 
entfernt. Die Absorption des Überstands wurde im Photometer bei 645 nm und 663 nm 
gegen einen Leerwert von 80 % Aceton gemessen. Die Berechnung des Chlorophyll-
gehaltes erfolgte nach 
( ) 



=××+×
ml
gAA µ5002,82,20 663645 . 
4.2.4 Solubilisierung der Thylakoidmembranen von A. thaliana 
Die Solubilisierung der Thylakoidmembranen erfolgte mit eisgekühlten Lösungen auf 
Eis. 500 µl 2x Detergens-Puffer wurden vorsichtig zu 500 µl Membranen gegeben und 
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gut gemischt 30 Minuten auf Eis gehalten. Unlösliche Rückstände wurden durch 
Zentrifugation bei 4 °C und 20.000 x g für 15 Minuten sedimentiert und der Überstand 
in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. 
2x Detergens-Puffer frisch ansetzen 
 x µl 10 % Detergens-Stock 
 40 µl 5 M NaCl 400 mM NaCl 
 5 µl 0,2 M PMSF 2 mM PMSF 
 10 µl 1 M HEPES pH 8,0 20 mM HEPES pH 8,0 
ad 500 µl H2O 
 
optimale Detergens-Konzentrationen: 1-1,5 % Digitonin 
    0,5 % Triton X-100 
    1,5 % Dodecyl-β-maltosid 
    1,5 % Octyl-β-glucosid 
4.3 Proteinquantifizierung 
4.3.1 BCA-Assay 
Der Gesamt-Proteingehalt der Membranpräparationen wurde durch die Biuret-Reaktion 
in Gegenwart von Bicinchoninsäure (BCA) bestimmt. Dazu wurden solubilisierte bzw. 
unsolubilisierte Thylakoidmembran-Proben mit Wasser auf 50 µl aufgefüllt und mit 
1 ml BCA-Reagenz (A:B 50:1) versetzt. Der Leerwert wurde mit 50 µl Wasser und 
Reagenz angesetzt. Reaktionszeiten von 30 Minuten bei 60 °C erlaubten die 
Bestimmung von Proteinmengen im Bereich von 5-250 µg/ml. Die Proben wurden kurz 
auf Eis abgekühlt, um das Fortschreiten der Farbreaktion zu minimieren. Nach kurzer 
Sedimentation unlöslicher Rückstände wurde die Absorption des Überstandes bei 
562 nm gegen Wasser gemessen. Die Absorption des Leerwerts wurde ebenfalls gegen 
Wasser gemessen und jeweils von der Absorption der Proben subtrahiert. Zur 
Bestimmung der Proteinmenge wurde eine parallel gemessene BSA-Eichkurve (5-60 µg 
Protein) verwendet. 
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4.3.2 Bradford-Assay 
Die Proteinkonzentration der in E. coli exprimierten GST-Fusionsproteine wurde nach 
Bradford bestimmt (Bradford 1976), da diese Methode auch in Anwesenheit des 
Reduktionsmittels Glutathion anwendbar ist. Die Proben wurden mit Wasser auf 500 µl 
aufgefüllt und mit 500 µl Coomassie-Reagenz versetzt. Um die Farbreaktion zu 
vervollständigen, wurde für zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
wurde die Absorption der Proben bei 595 nm gegen einen Leerwert (Wasser, 
Coomassie-Reagenz und Glutathion-Puffer, siehe 4.12.1) gemessen. Die Proteinmenge 
wurde anhand einer parallel aufgenommenen BSA-Eichkurve bestimmt. 
Coomassie-Reagenz Lagerung: 4 °C 
 630 mg Coomassie Brillant Blau G250 0,06 % Coomassie Brillant Blau G250 
 30 ml 70 % Perchlorsäure 2 % Perchlorsäure 
 1020 ml H2O 
Ansatz bei 4 °C über Nacht rühren und durch zwei Lagen Filterpapier filtrieren. Die Absorption bei 465 nm 
sollte 1,2-1,5 betragen. 
4.4 Elektrophoretische Verfahren zur Proteinanalytik 
4.4.1 SDS-PAGE 
Die SDS-PAGE wurde standardmäßig zur Trennung von Proteingemischen nach 
Molekulargewicht verwendet. SDS lagert sich an die hydrophoben Seitenketten der 
Proteine an und überdeckt dabei die Eigenladung der Proteine. Dadurch entspricht die 
Ladung der Proteine der Ladung der angelagerten SDS-Moleküle, welche proportional 
zur Proteinoberfläche ist. Die elektrophoretische Auftrennung der SDS-solubilisierten 
Proteine hängt somit nur noch vom Molekulargewicht ab. 
4.4.1.1 Mini-Gele 
Ein Mini-Gel bot eine Lauflänge von ca. 5 cm. Alle Geräte zum Gießen der Gele 
wurden zunächst mit Wasser und Ethanol gereinigt. Gießen und Polymerisation der 
Gele erfolgte bei Raumtemperatur. Um die Unterseite der Gele zu verschließen, wurde 
zunächst ein Verschluss gegossen: Dazu wurden für vier Mini-Gele 5 ml Trenngel-
Lösung mit 0,6 % APS versetzt, um eine rasche Polymerisierung zu gewährleisten. 
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Zwischen den Platten wurde ein ca. 0,5 cm hoher Gel-Streifen polymerisiert, bevor das 
eigentliche Gel darüber gegossen und mit Wasser überschichtet wurde. Nach der 
Polymerisation wurde das Wasser entfernt und das Sammelgel mit Kamm aufgegossen. 
Die polymerisierten Gele wurden bis zum Verbrauch (maximal eine Woche) in ein 
feuchtes Papier und Folie verpackt und bei 4 °C gelagert. 
Trenngel (für 4 Mini-Gele) frisch ansetzen 
 X ml Acrylamid-Bisacraylamid 29:1 X % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 
 8 ml 1,5 M Tris pH 8,8 375 mM Tris pH 8,8 
 160 µl 20 % SDS (w/v) 0,1 % SDS (w/v) 
 40 µl TEMED 0,13 % TEMED (v/v) 
 ad 32 ml H2O 
 120 µl 25 % APS (w/v) 0,1 % APS (w/v) 
Sammelgel (für 4 Mini-Gele) frisch ansetzen 
 15 ml Sammelgel Stocklösung pH 6,8: 5 % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 
    0,1 % SDS (w/v) 
    65 mM Tris pH 6,8 
 15 µl TEMED 0,15 % TEMED 
 120 µl 0,4 % Bromphenolblau (w/v) 0,03 ‰ Bromphenolblau (w/v) 
 120 µl 25 % APS (w/v) 0,3 % APS 
Sammelgel Stocklösung pH 6,8 Lagerung: 4° C 
 50 ml 30 % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 5 % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 
 1,5 ml 20 % SDS (w/v) 0,1 % SDS (w/v) 
 18,8 ml 1 M Tris pH 6,8 65 mM Tris pH 6,8 
ad 300 ml H2O 
gesättigte Bromphenolblau-Lösung Lagerung: RT 
 40 mg Bromphenolblau 0,4 % Bromphenolblau (w/v) 
ad 10 ml H2O 
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4.4.1.2 Standard-Gel 
Die Standard-Gele besaßen eine Lauflänge von ca. 12 cm bei einer Stärke von 1,5 mm. 
Das Gießen erfolgte analog den Mini-Gelen, lediglich das Vorpolymerisieren eines 
Verschlusses an der Unterseite des Gels entfiel, stattdessen wurde ein dritter 
Abstandshalter verwendet. 
Trenngel frisch ansetzen 
 X ml Acrylamid-Bisacraylamid 29:1 X % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 
 12 ml 1,5 M Tris pH 8,8 375 mM Tris pH 8,8 
 240 µl 20 % SDS (w/v) 0,1 % SDS (w/v) 
 60 µl TEMED 0,13 % TEMED (v/v) 
ad 32 ml H2O 
 180 µl 25 % APS (w/v) 0,1 % APS (w/v) 
Sammelgel frisch ansetzen 
 10 ml Sammelgel Stocklösung pH 6,8: 5 % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 
    0,1 % SDS (w/v) 
    65 mM Tris pH 6,8 
 10 µl TEMED 0,15 % TEMED 
 80 µl 0,4 % Bromphenolblau 0,03 ‰ Bromphenolblau 
 80 µl 25 % APS (w/v) 0,3 % APS 
Sammelgel Stocklösung pH 6,8 und gesättigte Bromphenolblau-Lösung siehe 4.4.1.1 
4.4.1.3 Elektrophorese 
Die Elektrophorese der Mini-Gele fand bei Raumtemperatur statt, die der Standard-Gele 
bei 4 °C. Die Gele wurden in die Elektrophoresekammern eingespannt und die 
Elektrodenräume mit 1x Laufpuffer gefüllt. Die mit Lämmli-Auftragspuffer versetzten 
Proben wurden bei 95 °C für zwei Minuten denaturiert. Nach kurzer Sedimentation 
wurde der Überstand in die Geltaschen eingebracht und die Elektrophorese sofort 
gestartet. Die Stromstärke lag bei 40 mA pro Mini-Gel bzw. bei 50 mA für Standard-
Gele. Nach beendeter Elektrophorese wurden Sammel- und Verschluss-Gele entfernt. 
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4x Lämmli-Auftragspuffer  Lagerung: RT, Aliquots –20 °C 
 2 ml 1 M Tris pH 6,8 180 mM Tris pH 6,8 
 4 ml Glycerol 36 % Glycerol 
 4 ml 20 % SDS (w/v) 7 % SDS (w/v) 
 800 µl Mercaptoethanol 7 % Mercaptoethanol (v/v) 
 3 mg Bromphenolblau 0,03 % Bromphenolblau (w/v) 
5x Laufpuffer ohne SDS Lagerung: RT 
 15 g Tris 125 mM Tris 
 72 g Glycin 950 mM Glycin 
ad 1000 ml H2O 
1x Laufpuffer mit SDS Lagerung: RT 
 200 ml 5 x Laufpuffer ohne SDS 25 mM Tris 
    190 mM Glycin 
 5 ml 20 % SDS 0,1 % SDS 
ad 1000 ml H2O 
4.4.2 Schägger-Gele  
Die von Schägger 1987 beschriebene SDS-Tricin-PAGE erlaubt eine lineare 
Peptidtrennung im Bereich von 1-100 kD (Schägger & von Jagow 1987). Alle Geräte 
zum Gießen der Gele wurden zunächst mit Wasser und Ethanol gereinigt. Gießen und 
Polymerisation der Gele erfolgte bei Raumtemperatur. Um die Unterseite der Gele zu 
verschließen, wurde zunächst ein Verschluss-Gel gegossen. Dazu wurden für vier Mini-
Gele 5 ml Trenngel-Lösung mit 0,6 % APS versetzt, um eine rasche Polymerisierung zu 
gewährleisten. Es wurde ein ca. 0,5 cm hoher Gelstreifen gegossen und polymerisiert. 
Zunächst wurde dann das Trenngel gegossen, welches sofort vorsichtig mit dem spacer-
Gel überschichtet wurde. Nach der Polymerisation von Trenn- und spacer-Gel wurde 
das Sammelgel aufgegossen. Die Proben wurden analog denen der SDS-PAGE 
vorbereitet. Die Elektrophorese erfolgte bei 30 mA pro Gel (max. 6 Watt). 
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Trenngel (für 4 Mini-Gele) frisch ansetzen 
 6,7 ml AAa 16 % Acrylamid (w/v) 
    1 % Bisacrylamid (w/v) 
 6,6 ml Gelpuffer pH 8,45 1 M Tris-HCl pH 8,45 
 2 ml Glycerol 10 % Glycerol (v/v) 
 15 µl TEMED 0,08 % TEMED (v/v) 
ad 20 ml H2O 
 55 µl 25 % APS (w/v) 0,28 % APS (w/v) 
Spacer-Gel-Lösung (für 4 Mini-Gele) frisch ansetzen 
 4 ml AAb 10 % Acrylamid (w/v) 
    0,3 % Bisacrylamid (w/v) 
 6,7 ml Gelpuffer pH 8,45 1 M Tris-HCl pH 8,45 
 15 µl TEMED 0,08 % TEMED (v/v) 
ad 20 ml H2O 
 55 µl 25 % APS (w/v) 0,28 % APS (w/v) 
Sammelgel (für 4 Mini-Gele) frisch ansetzen 
 2 ml AAb 4 % Acrylamid (w/v) 
    0,12 % Bisacrylamid (w/v) 
 6,2 ml Gelpuffer pH 8,45 950 mM Tris-HCl pH 8,45 
 40 µl TEMED 0,16 % TEMED (v/v) 
 120 ml 0,4 % Bromphenolblau (w/v) 0,02 ‰ Bromphenolblau (w/v) 
ad 20 ml H2O 
 120 µl 25 % APS (w/v) 0,5 % APS (w/v) 
gesättigte Bromphenolblau-Lösung siehe 4.4.1.1 
Anodenpuffer pH 8,9 Lagerung: 4 °C 
 24 g Tris 200 mM Tris 
ad 800 ml H2O 
pH einstellen mit HCl 
ad 1000 ml H2O 
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Kathodenpuffer Lagerung: 4 °C 
 12 g Tris 100 mM Tris 
 18 g Tricine 100 mM Tricine 
 1 g SDS 0,1 % SDS (w/v) 
ad 1000 ml H2O 
Gelpuffer pH 8,45 Lagerung: 4 °C 
 18,1 g Tris 3 M Tris 
 0,15 g SDS 0,3 % SDS 
ad 40 ml H2O 
pH mit HCl einstellen 
ad 50 ml H2O 
AAa (49,5 % T, 6 % C) Lagerung: 4 °C 
 23,3 g Acrylamid 46,5 % Acrylamid (w/v) 
 1,5 g Bisacrylamid 3 % Bisacrylamid (w/v) 
ad 50 ml H2O 
AAb (49,5 % T, 3 % C) Lagerung: 4 °C 
 24 g Acrylamid 48 % Acrylamid (w/v) 
 0,75 g Bisacrylamid 1,5 % Bisacrylamid (w/v) 
ad 50 ml H2O 
4.4.3 Blue Native Gele 
Bei nativen Gelen erfolgt eine Auftrennung von Proteinkomplexen, im Gegensatz zu 
den SDS-haltigen Gelen, welche die denaturierten Einzelproteine nach Größe 
auftrennen. In Blue Native Gelen wird die spezifische Ladung der Proteinkomplexe 
durch Anlagerung des anionischen Farbstoffs Coomassie Blau überdeckt, so dass auch 
hier eine Trennung lediglich nach Molekulargewicht der Proteinkomplexe erfolgt. Um 
für die Blue Native Gele eine hinreichende Auflösung der Proteinkomplexe zu 
erreichen, wurde ein Gradienten-Gel verwendet. Das Gel wurde bei Raumtemperatur 
aus eiskalten Lösungen mittels eines Gradientenmischers gegossen. Durch die 
Verwendung von FPLC-Schläuchen wurde die Gießgeschwindigkeit soweit 
herabgesetzt, dass eine externe Drosselung unterbleiben konnte. Die 
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Polymerisationszeit betrug je zwei Stunden für Gradienten- und Sammelgel. Für die 
Proben wurden solubilisierte Membranen (1 mg/ml Chlorophyll, 1 % Digitonin bzw. 
1,5 % Dodecyl-β-maltosid, in Anodenpuffer) mit 0,35 % Coomassie Blau (w/v) und 
12,5 % Glycerol versetzt und 15-35 µg Chlorophyll pro Spur aufgetragen. Von den 
Markerproteinen wurden je 15 µg Protein in Anodenpuffer mit 12,5 % Glycerol pro 
Spur aufgetragen. Bei 4 °C erfolgte die Elektrophorese zunächst für ca. eine Stunde bei 
100 V, um die Proben ins Sammelgel einlaufen zu lassen. Danach wurde die 
Stromstärke auf 15 mA für 4-5 Stunden oder 4 mA über Nacht fest eingestellt. Nach 1/3 
bis ¼ der Laufstrecke wurde der Kathodenpuffer gegen Kathodenpuffer ohne 
Coomassie Blau ausgetauscht, um die Farbstoffmenge im Gel herabzusetzen, da die 
später folgende Immundetektion anfällig gegen den Farbstoff ist. 
 
Marker Monomer [kD] Dimer [kD] 
Ovalbumin 45  
BSA 68 138 
β-Amylase 200  
Catalase 230 460 
Ferritin 440 880 
 
Sammelgel frisch ansetzen 
 2,8 ml 30 % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 4 % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 
 7 ml 3 x Gelpuffer 50 mM BisTris 
    50 mM Aminocapronsäure 
 40 µl TEMED 0,2 % TEMED (v/v) 
ad 21 ml H2O 
 120 µl 25 % APS (w/v) 0,15 % APS (w/v) 
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Trenngel 6 % frisch ansetzten 
 3,3 ml 30 % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 6 % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 
 5,5 ml 3 x Gelpuffer 50 mM BisTris 
    50 mM Aminocapronsäure 
 11 µl TEMED 0,07 % TEMED (v/v) 
ad 16 ml H2O 
 44 µl 25 % APS (w/v) 0,07 % APS (w/v) 
Trenngel 17 % frisch ansetzen 
 9,1 ml 30 % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 17 % Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 
 5,4 ml 3 x Gelpuffer 50 mM BisTris 
    50 mM Aminocapronsäure 
 1,5 ml Glycerol 10 % Glycerol 
 11 µl TEMED 0,07 % TEMED (v/v) 
ad 16 ml H2O 
 44 µl 25 % APS (w/v) 0,07 % APS (w/v) 
Kathodenpuffer pH 7,0 (HCl) Lagerung: 4°C 
 8,96 g Tricine 50 mM Tricine 
 3,14 g BisTris 15 mM BisTris 
 200 mg Coomassie Blau G 250 0,02 % Coomassie Blau G 250 
ad 1 l H2O 
Anodenpuffer pH7,0 (HCl) Lagerung: 4°C 
 10,46 g BisTris 50 mM BisTris 
ad 1 l H2O 
3x Gel-Puffer pH 7,0 (HCl) Lagerung: 4°C 
 3,14 g BisTris 150 mM BisTris 
 19,68 g Aminocapronsäure 1,5 M Aminocapronsäure 
ad 100 ml H2O 
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4.5 Proteinnachweis 
4.5.1 Coomassie-Färbung 
Das Gel wurde mit Farbstofflösung bedeckt auf einem Schüttler 15-20 Minuten 
äquilibriert. Die Färbelösung wurde gegen Entfärber ausgewechselt und das Gel wurde 
ca. eine Stunde auf dem Schüttler gewaschen. Der Waschprozess wurde mit frischem 
Entfärber fortgesetzt, bis der Hintergrund komplett entfärbt war. Anschließend wurde 
das Gel in Wasser äquilibriert, bis es seine ursprüngliche Größe wieder erreicht hatte. 
Das Gel wurde auf dem Geltrockner bei 60° C unter Vakuum auf einem Filterpapier 
getrocknet. 
Coomassie-Färbelösung  Lagerung: RT 
 2,5 g Coomassie Blau R 250 0,25 % Coomassie Blau R 250 (w/v) 
 500 ml Methanol 50 % Methanol (v/v) 
 100 ml Essigsäure 10 % Essigsäure (v/v) 
 400 ml H2O 
Coomassie-Entfärber Lagerung: RT 
 500 ml Methanol 50 % Methanol (v/v) 
 100 ml Essigsäure 10 % Essigsäure (v/v) 
 400 ml H2O 
4.5.2 Silberfärbung 
Die Silberfärbung erfolgte auf dem Schüttler. Die Proteine wurden zunächst für 
mindestens 90 Minuten oder über Nacht im Gel fixiert. Der Fixierer wurde mit 
50 % Ethanol in dreimal 20 Minuten entfernt. Anschließend wurde das Gel für eine 
Minute mit Natriumthiosulfat imprägniert und dreimal 20 Sekunden mit Wasser 
gewaschen. Danach wurde das Gel für 20 Minuten mit Silbernitrat-Färbelösung 
äquilibriert und zweimal 20 Sekunden mit Wasser gewaschen. Das Gel wurde 
entwickelt, bis das reduzierte Silber in den Proteinbanden sichtbar wurde. Eine weitere 
Reduktion der Silberionen wurde mittels Chelatisierung durch EDTA unterbunden. Die 
EDTA-Lösung zum Stoppen der Reaktion wurde sofort durch frische Lösung ersetzt 
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und das Gel für weitere 30 Minuten bzw. zur Aufbewahrung darin belassen. Das Gel 
wurde unter Vakuum bei maximal 40° C auf Filterpapier getrocknet. 
Fixierer Lagerung: RT 
 250 ml Ethanol 50 % Ethanol (v/v) 
 60 ml Essigsäure 12 % Essigsäure (v/v) 
 675 µl 37 % Formaldehyd 0,05 % Formaldehyd (v/v) 
ad 500 ml H2O 
Imprägnierung Lagerung: RT 
 50 mg Natriumthiosulfat 0,01 % Natriumthiosulfat (w/v) 
ad 500 ml H2O 
Silbernitrat-Färbelösung Lagerung: RT 
 0,5 g Silbernitrat 0,1 % Silbernitrat (w/v) 
 1 ml 37 % Formaldehyd 0,08 % Formaldehyd (v/v) 
ad 500 ml H2O 
Entwickler Lagerung: RT 
 15 g Natriumcarbonat 3 % Natriumcarbonat (w/v) 
 675 µl 37 % Formaldehyd 0,05 % Formaldehyd (v/v) 
 1 mg Natriumthiosulfat 0,2 % Natriumthiosulfat (w/v) 
ad 500 ml H2O 
Stopplösung Lagerung: RT 
 10 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 10 mM EDTA pH 8,0 
ad 500 ml H2O 
4.5.3 Western-Blotting 
4.5.3.1 Tank-Blotting 
Der Blotvorgang erfolgte bei 4 °C. Die Proteine wurden aus den SDS-PAGE-Gelen für 
90 Minuten bei 400 mA und maximal 300 V auf Nitrocellulose-Membranen transferiert. 
Blue Native Gele wurden zweimal für 10 Minuten bei 200 mA einem Prä-Blotting auf 
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Nitrocellulose unterworfen, um den Coomassie-Farbstoff weitgehend zu entfernen. Der 
eigentliche Proteintransfer auf PVDF-Membranen erfolgte im Anschluss für 15 Stunden 
bei 150 mA. 
Blotpuffer Lagerung: 4 °C 
 400 ml 5 x Laufpuffer (SDS-PAGE) 25 mM Tris 
    192 mM Glycin 
 400 ml Methanol p.a. 20 % Methanol 
ad 2 l H2O 
5x Laufpuffer siehe 4.4.1.3 
4.5.3.2 Semi-Dry Blotting 
Das Semi-Dry Blotting der SDS-PAGE-Gele erfolgte bei Raumtemperatur für 
90 Minuten auf Nitrocellulose-Membranen. Die Stromstärke betrug 0,8 mA/ cm2 Gel. 
Transfer-Puffer Lagerung: 4 °C 
 1,89 g Tris 15,6 mM Tris 
 9,01 g Glycin 120 mM Glycin 
 200 ml Methanol p.a. 20 % Methanol 
ad 1 l H2O 
4.5.4 Proteinfärbung mit Ponceau S 
Membranen, die später für Immundetektionen verwendet wurden, konnten zunächst mit 
Ponceau S reversibel angefärbt werden, um das Blotting und das Gesamtprotein-Profil 
zu überprüfen. Dazu wurden die Membranen ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur in 
Ponceau S-Lösung geschwenkt. Das Entfärben erfolgte mit TBST, zunächst, bis die 
Proteinbanden in geeignetem Kontrast sichtbar waren. Nach der Markierung der 
Proteinbanden wurden die Membranen komplett entfärbt und weiter verwendet. 
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10x TBS pH 7,5 Lagerung: RT 
 60,5 g Tris 500 mM Tris 
 87,6 g NaCl 1,5 M NaCl 
ad 800 ml H2O 
pH mit HCl auf 7,5 einstellen 
ad 1 l H2O 
TBST Lagerung: RT 
 100 ml 10 x TBS pH 7,5 50 mM Tris 
    150 mM NaCl 
 3 ml Tween 20 0,3 % Tween 20 (v/v) 
ad 1 l H2O 
Ponceau S-Lösung Lagerung: RT 
 0,5 g Ponceau S 0,5 % Ponceau S (w/v) 
 1 ml Essigsäure 1 % Essigsäure (v/v) 
ad 100 ml H2O 
4.5.5 Immundetektion von Proteinen 
Die Membranen der Blue Native Gele wurden im Anschluss an das Blotting durch 
fünfmaliges Waschen in MTBST über 24 Stunden so weit wie möglich von Coomassie 
Blau befreit. Alle Membranen wurden für mindestens zwei Stunden bei 
Raumtemperatur oder über Nacht im Kühlraum in MTBST geblockt, um die freien 
Bindungsstellen abzusättigen und zu starken Hintergrund zu unterdrücken. Die 
Inkubation mit dem ersten, spezifischen Antikörper gegen das Protein erfolgte zwei 
Stunden bei Raumtemperatur oder im Kühlraum über Nacht. Dabei wurden die 
Membranen in 10 ml MTBST der entsprechenden Antikörperkonzentration exponiert. 
Überschüssiger Antikörper wurde durch dreimal 15 Minuten Waschen mit TBST 
entfernt. Der zweite, Peroxidase-gekoppelte Antikörper war gegen die IgGs des ersten 
Antikörpers gerichtet. Die Inkubation mit dem zweiten Antikörper erfolgte mit einer 
Antikörperkonzentration von 1:7000 in MTBST für eine Stunde bei Raumtemperatur. 
Überschüssiger Antikörper wurde durch dreimal 15 Minuten Waschen mit TBST 
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entfernt. Die Membranen wurden mit ECL-Lösung (Lösung I und II, 1:1) benetzt, und 
die Chemilumineszenz der Reaktion in der Dunkelkammer auf Film festgehalten. 
 
1. Antikörper Konzentration Erzeugt in 
αSecY 1:3500 Kaninchen 
αALB3 1:3500 Kaninchen 
αSecE 1:750 Huhn 
αFtsY 1:2000 Kaninchen 
 
10x TBS pH 7,5 Lagerung: RT 
 60,5 g Tris 500 mM Tris 
 87,6 g NaCl 1,5 M NaCl 
ad 800 ml H2O 
pH mit HCl auf 7,5 einstellen 
ad 1 l H2O 
TBST Lagerung: RT 
 100 ml 10 x TBS pH 7,5 50 mM Tris 
    150 mM NaCl 
 3 ml Tween 20 0,3 % Tween 20 (v/v) 
ad 1 l H2O 
MTBST frisch herstellen 
 10 g Magermilchpulver 10 % Magermilchpulver (w/v) 
ad 100 ml TBST 
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ECL-Lösung I Lagerung: 4 °C 
 125 µl 0,5 M Luminol (DMSO) 25 mM Luminol 
 125 µl 0,16 M p-Cumarinsäure (DMSO) 160 mM p-Cumarinsäure 
 2,5 ml 1 M Tris pH 8,5 10 mM Tris pH 8,5 
ad 25 ml H2O 
ECL-Lösung II Lagerung: 4 °C 
 15 µl 30 % H2O2 0,02 % H2O2 
 2,5 ml 1 M Tris pH 8,5 10 mM Tris pH 8,5 
ad 25 ml H2O 
4.5.6 Entfernen der Antikörper von den Membranen 
Die Membranen wurden zunächst bei Raumtemperatur 10 Minuten in MTBST 
äquilibriert und anschließend auf absorbierendem Papier getrocknet. Dazu wurde nach 
fünf Minuten die Unterlage gewechselt. Die Entfernung der Antikörper erfolgte unter 
Schütteln bei 70 °C für 30 Minuten in Löschpuffer. Zur Entfernung des β-Mercapto-
ethanols wurde zweimal 10 Minuten bei Raumtemperatur in TBS gewaschen. Vor einer 
erneuten Immundetektion wurden die Membranen bei Raumtemperatur in MTBST für 
6 Stunden geblockt. Durch das Entfernen der Antikörper wurden die Proteinepitope 
geschädigt; die Signale bei der folgenden Immundetektion waren schwächer als bei 
Erstbehandlung. 
Löschpuffer Lagerung: 4 °C 
 6,25 ml 1 M Tris pH 6,8 62,5 mM Tris pH 6,8 
 10 ml 20 % SDS (w/v) 2 % SDS (w/v) 
 0,7 ml β-Mercaptoethanol 100 mM Mercaptoethanol 
ad 100 ml H2O 
10x TBS pH 7,5, TBST und  MTBST siehe 4.5.5 
4.6 Cross-Linking der Thylakoidmembran-Proteine 
Für die Cross-Linking-Experimente wurden die unsolubilisierten Thylakoidmembranen 
zu einer Konzentration von 1 mg Chlorophyll/ml in Reaktionspuffer (RB) 
aufgenommen. Die Stocklösungen für die wasserlöslichen Cross-Linking-Reagenzien 
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sMBS und BS3 wurden mit H2O angesetzt. Die Stocklösungen für die wasser-
unlöslichen Cross-Linking-Reagenzien MBS, DSS und DSG wurden mit DMSO 
angesetzt. 
4.6.1 Cross-Linking mit homobifunktionalen Cross-Linking-Reagenzien 
Die homobifunktionalen, aminoreaktiven Cross-Linking-Reagenzien DSS, DSG und 
BS3 wurden als 25 mM Stocklösungen frisch angesetzt, bzw. sofort bei –80 °C 
eingefroren und bis zu dreimal wieder verwendet. Auf Eis wurden 500 µl 
Thylakoidmembranen (1 mg Chlorophyll/ml) auf eine Endkonzentration von 0,1 mM 
Cross-Linking-Reagenz gebracht. Die Cross-Linking-Reaktion erfolgte für zwei 
Stunden bei 4 °C im Drehinkubator. Zum Quenchen des Cross-Linking-Reagenz wurde 
die Inkubation mit 60 mM Tris pH 7,5 für 15 Minuten fortgesetzt. Die Membranen 
wurden durch Zentrifugation bei 1.250 x g und 4 °C für 5 Minuten pelletiert und vom 
Überstand befreit. Das Pellet wurde in 250 µl 20 mM HEPES pH 8,0 zu einer 
Chlorophyllkonzentration von 2 mg/ml aufgenommen und solubilisiert wie unter 4.2.4 
beschrieben. Die Proben wurden nach einer Immunbindung oder direkt durch SDS-
PAGE und Westernblotting analysiert. 
4.6.2 Cross-Linking mit heterobifunktionalen Cross-Linking-Reagenzien 
Die heterobifunktionalen, sulfhydryl- und aminoreaktiven Cross-Linking-Reagenzien 
MBS und sMBS wurden als 10 mM Stocklösungen frisch angesetzt, bzw. sofort bei 
-80 °C eingefroren und bis zu dreimal wieder verwendet. Auf Eis wurden 500 µl 
Thylakoidmembranen auf eine Endkonzentration von 0,1 mM Cross-Linking-Reagenz 
gebracht. Die Cross-Linking-Reaktion der aminoreaktiven Komponente erfolgte für 
zwei Stunden bei 4 °C im Drehinkubator. Die Membranen wurden durch Zentrifugation 
für 5 Minuten bei 1.250 x g und 4 °C pelletiert, zweimal mit eiskaltem RB gewaschen 
und in 500 µl R+B aufgenommen. Das Cross-Linking der sulfhydrylreaktiven 
Komponente erfolgte für zwei Stunden bei 4 °C im Drehinkubator. Zum Quenchen des 
Cross-Linking-Reagenz wurde die Inkubation mit 50 µl QB für 15 Minuten fortgesetzt. 
Die Membranen wurden durch Zentrifugation bei 1.250 x g und 4 °C für 5 Minuten 
pelletiert und vom Überstand befreit. Das Pellet wurde in 50 µl 20 mM HEPES pH 8,0 
zu einer Chlorophyllkonzentration von 2 mg/ml aufgenommen. Die Membranen wurden 
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wie oben beschrieben solubilisiert. Die Proben wurden nach einer Immunpräzipitation 
oder direkt durch SDS-PAGE und Westernblotting analysiert. 
RB Lagerung: -20 °C 
 3 ml 5 M NaCl 150 mM NaCl 
 2 ml 1 M HEPES pH 8,0 20 mM HEPES pH 8,0 
ad 100 ml H2O 
R+B Lagerung: -20 °C 
 30 µl 5 M NaCl 150 mM NaCl 
 20 µl 1 M HEPES pH 8,0 20 mM HEPES pH 8,0 
 20 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 10 mM  EDTA pH 8,0 
ad 1 ml H2O 
QB Lagerung: -20 °C 
 33 µl 1,5 M Tris 500 mM Tris 
 9 mg Cysteinchlorid • H2O 500 mM Cystein 
ad 100 µl H2O 
4.7 Immunbindung 
4.7.1 Cross-Linking von Antikörpern an Protein A-Sepharose (PAS) 
Zur Immunpräzipitation von Proteinen wurden die entsprechenden Antikörper im 
Drehinkubator an Protein-A-Sepharose-beads gekoppelt. 20 mg PAS wurden in 1 ml 
TBS 30 Minuten bei Raumtemperatur äquilibriert, kurz anzentrifugiert und vom 
Überstand befreit. Die beads wurden in der entsprechenden Menge Antikörper 
aufgenommen und mit TBS auf 800 µl aufgefüllt. Die Bildung des Antigen-Antikörper-
Komplexes fand über Nacht bei 4 °C oder in zwei Stunden bei Raumtemperatur statt. 
Danach wurden die beads durch Anzentrifugation sedimentiert und vom Überstand 
befreit. Nach dreimaligem Waschen in 0,2 M Boratpuffer zur Entfernung des Tris 
wurde in 1 ml 0,2 M Boratpuffer aufgenommen und eine 10 µl-Probe zur Überprüfung 
der Kopplung entnommen. Es wurde eine Dimethylpimelimidat-Konzentration von 
20 mM eingestellt und die Reaktion für 30 Minuten bei Raumtemperatur durchgeführt. 
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Danach wurde erneut eine 10 µl-Probe zur Kontrolle der Kopplung gezogen. Die beads 
wurden sedimentiert, mit 0,2 M Tris pH 8,0 gewaschen und in 1 ml 0,2 M Tris pH 8,0 
aufgenommen. Es wurde für 30 Minuten inkubiert, um das überschüssige Cross-
Linking-Reagenz zu quenchen. Danach wurden die beads sedimentiert und in 0,3 M 
Essigsäure aufgenommen. Während einer Inkubation von 5 Minuten wurden die freien 
IgGs entfernt, um einem zu starkem Hintergrund bei der Immundetektion vorzubeugen. 
Zur Neutralisation der Essigsäure wurde einmal mit 0,2 M Tris pH 8,0 gewaschen. Die 
mit Antikörpern gekoppelten beads wurden in 1 ml 0,2 M Tris pH 8,0 aufgenommen 
und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. Die Kopplung wurde mittels der gezogenen 
Proben durch eine SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung auf eine 
ausreichende Abnahme freier IgGs überprüft.  
Borat-Puffer pH 9,0 Lagerung: RT 
 12,37 g Borsäure 200 mM Borsäure 
ad 800 ml H2O 
pH einstellen mit 10 M NaOH 
ad 1 l H2O 
10x TBS  siehe 4.5.5 
4.7.2 Immunbindung 
10 mg der mit Antikörpern gekoppelten PAS-beads wurden vom Überstand befreit und 
mit 500 µl solubilisierten Thylakoidmembranen (0,5 mg Chlorophyll) versetzt. Die 
Antikörperbindung erfolgte im Drehinkubator bei 4 °C über 20 Stunden, um möglichst 
viele spezifische Antikörper-Antigen-Komplexe zu erhalten. Anschließend wurden die 
beads über Wizard-Mini-Säulchen abzentrifugiert, mit 4 ml eiskalter Waschlösung 
(WL) gewaschen und zur Entfernung aller WL kurz anzentrifugiert. Die Elution erfolgte 
mit 50 µl Elutionspuffer bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Proben mittels 
SDS-PAGE und Westernblotting analysiert. 
WL Lagerung: frisch 
 1 ml 1 M NaCl 500 mM NaCl 
 200 µl 5 M HEPES pH 8,0 20 mM HEPES pH 8,0 
ad 10 ml H2O 
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Elutionspuffer Lagerung: RT 
 1 ml 4 x Lämmli Proteinprobenpuffer 2 x Lämmli Proteinprobenpuffer 
 960 mg Harnstoff 8 M Harnstoff 
4.8 RNA-Präparation 
Das Pflanzenmaterial wurde zunächst in Portionen von ca. 1 g in flüssigem Stickstoff 
tiefgefroren und bis zur Verwendung in flüssigem Stickstoff oder bei –80 °C gelagert. 
Für die Präparation wurden pro Gramm verwendeten Pflanzenmaterials 2 ml GTR-
Puffer frisch mit β-Mercaptoethanol versetzt. Auf Eis wurden jeweils 1 ml Aliquots des 
Puffers in 2 ml-Reaktionsgefäßen vorgelegt. Mörser, Pistill und Spatel wurden mit 
flüssigem Stickstoff vorgekühlt. Die Proben wurden zu einem feinen Pulver gemörsert 
und je Probe in zwei Aliquots des GTR-Puffers zum Auftauen eingebracht. Die 
Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation bei 4 °C und 10.000 x g für 10 Minuten 
sedimentiert und der Überstand in frische 2 ml-Reaktionsgefäße überführt. Mit 90 mM 
Natriumacetat und 60 % Ethanol wurde die RNA bei –20 °C für 30-50 Minuten gefällt 
und bei 4 °C und 20.000 x g für 10 Minuten pelletiert. Das Pellet wurde so weit wie 
möglich in TENS-Puffer gelöst, und mit 0,5 ml Phenol und 0,5 ml Chloroform/ 
Isoamylalkohol 24:1 extrahiert. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation bei 
10.000 x g und 4 °C für 10 Minuten. Die wässrige Phase wurde in ein frisches 2 ml-
Reaktionsgefäß überführt, und mit 2 Volumen Chloroform/ Isoamylalkohol 24:1 erneut 
extrahiert. Nach der Phasentrennung wurden die wässrigen Phasen der Ursprungsproben 
in einem frischen 2 ml-Reaktionsgefäß vereinigt. Die RNA wurde mit 
1,25 % Essigsäure, 125 mM NaCl und 37 % Isopropanol für 30-60 Minuten bei –20 °C 
gefällt und durch Zentrifugation bei 4 °C und 20.000 x g für 10 Minuten pelletiert. Das 
Pellet wurde mit 70 % EthanolDEPC (-20 °C) gewaschen und in 600 µl H2ODEPC gelöst. 
Über Nacht wurde mit 2 M LiCl bei 4 °C die RNA gefällt und durch Zentrifugation bei 
20.000 x g und 4 °C für 10 Minuten pelletiert. Das Pellet wurde mit 
70 % EthanolDEPC (-20 °C) gewaschen, leicht getrocknet und in 50 µl H2ODEPC 
aufgenommen. 
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TENS-Puffer Lagerung: RT 
 1,25 ml 2 M Tris pH 8,0 50 mM Tris pH 8,0 
 1 ml 0,5 M EDTA 10 mM EDTA 
 1 ml 5 M NaCl 100 mM NaCl 
 0,5 ml 20 % SDS (w/v) 0,2 % SDS (w/v) 
ad 50 ml H2O 
GTR-Puffer pH 7-8 Lagerung: 4 °C 
 29,55 g Guanidinthiocyanat 5 M Guanidinthiocyanat 
 625 µl 2 M Tris pH 8,0 25 mM Tris pH 8,0 
( 1 g Sarkosyl 2 % Sarkosyl) 
 1 ml 0,5 M EDTA 10 mM EDTA 
ad 50 ml H2O 
vor Gerbrauch mit 7 µl β-Mercaptoethanol/ ml versetzen 
4.9 RNA-Analytik 
4.9.1 Konzentrationsbestimmung 
In einer Quarzküvette wurden 5 µl RNA-Probe auf ein Volumen von 100 µl gebracht 
und im Photometer die OD260 bestimmt. Die Konzentration der RNA wurde berechnet 
nach: 






=
××
−
l
g
V
VE
LösungRNA
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4.9.2 Denaturierende RNA-Gele 
Die Agarose wurde durch Kochen mit Wasser und Puffer gelöst. Nachdem die Lösung 
auf ca. 65 °C herabgekühlt war, wurde sie mit Formaldehyd versetzt und das Gel 
gegossen. 5-10 µg RNA wurden mit 1,5 Volumen RNA-Ladepuffer für 2 Minuten auf 
95 °C denaturiert, kurz auf Eis gekühlt und aufgetragen. Die Elektrophorese fand bei 
60-80 V in 1x MOPS statt. 
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Denaturierendes Agarosegel frisch ansetzen 
 42,5 ml H2O 
 5 ml 10 x MOPS 20 mM MOPS 
    5 mM Natriumacetat 
    1 mM EDTA 
 0,75 g Agarose 1,5 % Agarose 
 2,7 ml 37 % Formaldehyd (v/v) 2 % Formaldehyd (v/v) 
10x MOPS pH 7,0 Lagerung : 4°C, dunkel 
 41,85 g MOPS 200 mM MOPS 
 6,8 g Natriumacetat • 3 H20 50 mM Natriumacetat 
 20 ml 0,5 M EDTA 10 mM EDTA 
ad 1 l H2ODEPC 
RNA-Ladepuffer Lagerung: -20°C 
 720 µl Formamid 48 % Formamid 
 160 µl 10 x MOPS 1 x MOPS 
 260 µl 37 % Formaldehyd 6 % Formaldehyd 
 100 µl H2O 
 100 µl 10 mg/ml Ethidiumbromid 0,6 % Ethidiumbromid (w/v) 
 80 µl Glycerol 5 % Glycerol (v/v) 
 80 µl 0,4 % Bromphenolblau (w/v) 0,02 % Bromphenolblau 
4.10 DNA-Analytik 
4.10.1 Konzentrationsbestimmung 
In einer Quarzküvette wurden 5 µl Probe auf ein Volumen von 100 µl gebracht und im 
Photometer die OD260 bestimmt. Die Konzentration der RNA wurde berechnet nach: 

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4.10.2 Agarosegele 
Agarose wurde in 1x TAE-Puffer aufgekocht, bis sie komplett in Lösung ging, auf 
ca. 60 °C abgekühlt, mit 5 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt und gegossen. 
Laufpuffer für die Elektrophorese war ebenfalls 1x TAE. Die Elektrophorese fand bei 
60-100 V statt. Die verwendeten Agarosekonzentrationen waren wie folgt:  
 
Größe der DNA-Fragmente [kb] Agarosekonzentration [%] (w/v) 
15 0,4 
1,5 1 
0,25 2 
 
50x TAE-Puffer Lagerung: RT 
 242 g Tris 2 M Tris 
 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 50 mM EDTA 
 57 ml 100 % Essigsäure 
ad 1 l H2O 
autoklavieren 
4.11 Klonierungen 
4.11.1 PCR 
Polymerase-Kettenreaktionen (polymerase chain reactions, PCR-Reaktionen) und RT 
(reverse transcriptase)-PCR-Reaktionen wurden nach Herstelleranweisungen mit 
gekauften Enzymen durchgeführt. 
4.11.2 Plasmid-Mini-Präparation 
1,5 ml Übernachtkultur in LBAntibiotikum wurden bei Raumtemperatur und 16.000 x g für 
30 Sekunden pelletiert und in 100 µl GET resuspendiert. Die Zellen wurden bei 135 M 
NaOH und 0,6 % SDS für maximal 5 Minuten bei Raumtemperatur alkalisch lysiert. 
Nach Neutralisation mit 150 µl 3 M Kaliumacetat pH 4,8 wurde mit 200 µl 
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Phenol/Chloroform 1:1 extrahiert. Zur Phasentrennung wurde für 5 Minuten bei 
Raumtemperatur und 16.000 x g zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde in ein frisches 
Reaktionsgefäß überführt und mit 1 ml Ethanol (-20 °C) für 10 Minuten bei 
Raumtemperatur gefällt. Die DNA wurde für 10 Minuten bei 4 °C und 20.000 x g 
pelletiert. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 40 µl H2O 
aufgenommen. Die nach dieser Methode isolierte Plasmid-DNA enthielt noch RNA und 
wurde für RNase-haltige Kontrollrestriktionen verwendet. RNA-freie Plasmid-DNA 
wurde mit kommerziell erhältlichen Systemen isoliert. 
GET Lagerung: 4 °C 
 5 ml 1 M Glucose 50 mM Glucose 
 2,5 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0 25 mM Tris-HCl pH 8,0 
 2 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 10 mM EDTA pH 8,0 
 ( 200 mg Lysozym 0,2 % Lysozym (w/v)) 
ad 100 ml H2O 
0,2 M NaOH/ 1 % SDS Lagerung: RT 
 2 ml 10 M NaOH 200 mM NaOH 
 5 ml 20 % SDS (w/v) 1 % SDS (w/v) 
ad 100 ml H2O 
3 M Kaliumacetat pH 4,8 Lagerung: RT 
 60 ml 5 M Kaliumacetat 3 M Kaliumacetat 
 11,5 ml Essigsäure 
ad 100 ml H2O 
4.11.3 Plasmid-Midi-Präparation 
2x 25 ml Übernachtkultur in LBAntibiotikum wurden bei 4 °C und 3.000 x g für 15 Minuten 
pelletiert, in 5 ml GET resuspendiert und 10 Minuten auf Eis gehalten. Die Zellen 
wurden mit 10 ml 0,2 M NaOH/ 1 % SDS für maximal 5 Minuten bei Raumtemperatur 
alkalisch lysiert. Nach Neutralisation mit 150 µl 3 M Kaliumacetat pH 4,8 wurde mit 
200 µl Phenol/Chloroform 1:1 extrahiert. Zur Phasentrennung wurde für 5 Minuten bei 
Raumtemperatur und 16.000 x g zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde in ein frisches 
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Reaktionsgefäß überführt und mit 1 ml Ethanol (-20 °C) für 10 Minuten bei 
Raumtemperatur gefällt. Die DNA wurde für 10 Minuten bei 4 °C und 20.000 x g 
pelletiert. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 40 µl H2O 
aufgenommen. Die nach dieser Methode isolierte Plasmid-DNA enthielt noch RNA und 
wurde für RNase-haltige Kontrollrestriktionen verwendet. RNA-freie Plasmid-DNA 
wurde mit kommerziell erhältlichen Systemen isoliert. 
GET,  0,2 M NaOH/ 1 % SDS und 3 M Kaliumacetat pH 4,8 siehe 4.11.2 
4.11.4 Restriktion 
Restriktionen wurden mit käuflichen Enzymen (siehe Material) in den beiliegenden 
Puffern durchgeführt. Für Mehrfachrestriktionen mit unterschiedlichen Enzymen wurde 
ein Puffer laut Herstellerangaben ausgewählt. 
4.11.5 A-Tailing 
PCR-Produkte, die ohne A-Überhänge amplifiziert wurden, mussten vor einer AT-
Klonierung mit A-Überhängen versehen werden. Dazu wurde das für die Klonierung 
einzusetzende, aufgereinigte PCR-Produkt mit 1 µl 10x Taq-Polymerase-Puffer, 
25 nmol MgCl2, 2 nmol dATP und 5 U Taq-Polymerase in10 µl Volumen 30 Minuten 
bei 70 °C inkubiert. 
4.11.6 Ligation 
Ligationen erfolgten mit der T4-DNA-Ligase von Fermentas. Die Reaktionen wurden 
laut Herstellerangaben angesetzt, wobei die einzusetzenden DNA-Mengen nach: 
 
[ ] [ ]
[ ] [ ]InsertngVektor
Insert
Vektorkb
InsertngVektorng
=×
×
 
 
bestimmt wurden. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur für mindestens eine 
Stunde, bei größeren DNA-Fragmenten bei 4-16 °C über Nacht. 
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4.11.7 Herstellung kompetenter Zellen 
Zunächst wurde aus einer einzelnen Kolonie der gewünschten E. coli-Zellen eine 
Vorkultur in LB-Medium über Nacht im 37 °C-Schüttler (220 rpm) herangezogen. Am 
späten Nachmittag wurden daraus 150 ml komplettiertes SOC-Medium auf eine 
OD600 0,06-0,08 angeimpft, und die Zellen über Nacht im 19 °C-Schüttler (220 rpm) bis 
zu einer OD600 von 0,4-0,6 belassen. Die Zellkultur wurde 10 Minuten auf Eis gekühlt 
und auf Eis weiter verarbeitet. Zunächst wurden die Zellen in 50 ml-Reaktionsgefäßen 
bei 4 °C und 400 x g für 7 Minuten pelletiert und in 40 ml eiskaltem TB mit 275 mM 
DMSO resuspendiert und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden erneut 
pelletiert und in 10 ml eiskaltem TB mit 1 M DMSO resuspendiert. Nach einer 
Inkubation auf Eis für 10 Minuten wurden 200 µl Aliquots der Zellen in 1,5 ml-
Reaktionsgefäßen in flüssigem Stickstoff gefroren und bei –80 °C bis zur Verwendung 
(maximal 6 Monate) gelagert. 
LB-Medium Lagerung: 4 °C 
 10 g Trypton 1 % Trypton (w/v) 
 5 g Hefeextrakt 0,5 % Hefeextrakt (w/v) 
 10 g NaCl 170 mM NaCl 
ad 900 ml H2O 
pH 7,0 mit 10 M NaOH einstellen 
ad 1 l H2O 
autoklavieren 
SOC Lagerung: 4 °C 
 20 g Trypton 2 % Trypton (w/v) 
 5 g Hefeextrakt 0,5 % Hefeextrakt (w/v) 
 0,5 g NaCl 10 mM NaCl 
 0,19 g KCl 2,5 mM KCl 
ad 980 ml H2O 
autoklavieren 
frisch komplettieren: 
 10 ml 1 M MgCl2 (steril) 10 mM MgCl2 
 10 ml 20 % Glucose (w/v) 10 mM Glucose 
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TB Lagerung: 4 °C 
 3,03 g PIPES 10 mM PIPES 
 2,2 g CaCl2 15 mM CaCl2 
 18,64 g KCl 250 mM KCl 
 0,8 g KOH 15 mM KOH 
ad 800 ml H2O 
pH 6,7 einstellen mit 4 M KOH 
 10,8 g MnCl2 55 mM MnCl2 
ad 1 l H2O 
steril filtrieren 
4.11.8 Transformation 
Die gefrorenen kompetenten Zellen wurden auf Eis angetaut, mit der zu 
transformierenden Plasmid-DNA gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 
einem Hitzeschock von 45 Sekunden bei 42 °C wurden die Zellen eine Minute auf Eis 
gestellt, mit 600 µl antibiotikafreiem LB-Medium versetzt und im 37 °C-Schüttler für 
45 Minuten regeneriert. 100 µl der Zellen wurden auf LB-Platten mit Selektions-
Antibiotikum ausplattiert und über Nacht bei 37 °C zu Kolonien herangezogen. Die 
Platten wurden bis zur Anlage verifizierter Glycerolstocks bei 4 °C gelagert. Zur 
Kontrolle der Transformation wurde Plasmid-DNA aus den Zellen präpariert und durch 
Restriktionsverdau bzw. Sequenzierung verifiziert. 
LB-Medium siehe 4.11.7, für Platten wurde 2 % Agar zugesetzt. 
4.11.9 Restriktionsanalyse 
Aus der Restriktionskarte des Konstruktes wurden ein bis zwei Enzyme ausgesucht, die 
ein charakteristisches Restriktionsmuster ergaben, welches sich deutlich von dem des 
leeren Vektors unterschied. Die Plasmid-DNA der Transformanden wurde restringiert 
und die DNA-Fragmente über ein Agarosegel aufgetrennt. Transformanden mit dem 
korrekten Restriktionsmuster wurden sequenziert. 
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4.11.10 Sequenzierungen 
Sequenzierungen wurden außer Haus durch die Firma Seqlab in Göttingen 
durchgeführt. Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte anhand der mit 
Chromas 1.45 grundetitierten Elektropherogramme von Seqlab. 
4.11.11 Glycerolstocks 
Eine Einzelkolonie von der Transformationsplatte wurde verwendet, um eine 
Übernachtkultur in 3 ml LBAntibiotikum anzuziehen. Aus einem Teil der Kultur wurde die 
Plasmid-DNA präpariert und analysiert. Für den entsprechenden Glycerolstock wurden 
600 µl der Bakterienkultur mit 300 µl 75% Glycerol (autoklaviert) in Kryoröhrchen 
gemischt und unverzüglich bei -80 °C eingefroren. 
4.11.12 Konstrukte 
Die verwendeten Primer sind unter 4.1.4 aufgelistet. 
4.11.12.1 pGEX-4T-3-ALB3-50aa (#87) 
Zur cDNA-Synthese von ALB3-50aa wurde das TitanTM One Tube RT-PCR System von 
Roche verwendet, das mit einer Reversen Transkriptase (AMV), einer Taq-Polymerase 
und einem proofreading-Enzym arbeitet. Mit den Primern Nr. 19 und 20 (siehe 4.1.4) 
wurde das gewünschte Fragment amplifiziert. Es folgte eine Restriktion mit XhoI und 
EcoRI an den über die Primer angefügten Schnittstellen. Das Fragment wurde mittels 
gerichteter Klonierung in den, mit den gleichen Enzymen restringierten, Vektor pGEX-
4T-3 der Firma Pharmacia Biotech kloniert (siehe Anhang B). Die Fehlerfreiheit des 
Konstrukts wurde durch Sequenzierung bestätigt (siehe Anhang B). 
4.11.12.2 pGemT-ALB3 (#97) 
Zur cDNA-Synthese von ALB3 wurde das TitanTM One Tube RT-PCR System von 
Roche verwendet, das mit einer Reversen Transkriptase (AMV), einer Taq-Polymerase 
und einem proofreading-Enzym arbeitet. Mittels RT-PCR mit den Primern Nr. 13 und 
14 (siehe 4.1.4) wurde die cDNA von ALB3 ohne das Startcodon gewonnen. 40% des 
RT-PCR-Produktes wurden auf einem 1% Agarosegel analysiert und zeigten eine 
schwache Bande der erwarteten Größe (1,4 kb). 2% des RT-PCR-Produktes wurden 
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daraufhin einer weiteren PCR mittels Taq-Polymerase unterzogen. Die cDNA wurde 
dann durch AT-Klonierung in den Vektor pGemT-easy der Firma Promega kloniert 
(siehe Anhang A). Die Fehlerfreiheit des Konstrukts wurde durch Sequenzierung 
bestätigt. 
4.11.12.3 pGemT-HOM3 (#400) 
Zur cDNA-Synthese von HOM3 wurde das TitanTM One Tube RT-PCR System von 
Roche verwendet, das mit einer Reversen Transkriptase (AMV), einer Taq-Polymerase 
und einem proofreading-Enzym arbeitet. Mittels RT-PCR mit den Primern Nr. 142 und 
143 (siehe 4.1.4) wurde die cDNA von HOM3 gewonnen. Die cDNA wurde nach A-
tailing durch AT-Klonierung in den Vektor pGemT-easy der Firma Promega kloniert. 
Die Sequenzierung des Konstrukts ergab einen Aminosäureaustausch: K173T. 
4.11.12.4 pGemT-tHOM3 (#401) 
Das Fragment tHOM3 wurde mittels LA-Accu Taq-Polymerase von Sigma und den 
Primern Nr. 126 und 127 (siehe 4.1.4) von pGemT-HOM3 (K173T) amplifiziert. Das 
resultierende cDNA-Fragment ist im C-Terminus ab der PagI-Schnittstelle trunkiert. 
Das PCR-Produkt wurde mittels AT-Klonierung in den Vektor pGemT-easy 
eingebracht. Bis auf den von HOM3 übernommenen Aminosäureaustausch K173T 
bestätigte die Sequenzierung die Fehlerfreiheit des Produktes. 
4.11.12.5 pSS-tHOM3 (#407) 
Das cDNA-Fragment tHOM3 mit PagI und XbaI an den über die Primer angefügten 
Schnittstellen aus dem Vektor pGemT-tHOM3 geschnitten. Nun wurde mittels 
gerichteter Klonierung in den, mit den Enzymen NcoI und XbaI restringierten, Vektor 
pSS kloniert (siehe Anhang C). Die Sequenzierung zeigte neben dem ererbten 
Aminosäureaustausch K173T einen weiteren Aminosäureaustausch (S16P) im putativen 
Signalpeptid (siehe Anhang C). 
4.11.12.6 pD-promHOM3 (#545) 
Zur Amplifizierung des Promotors von HOM3 wurde die Triplemaster-Polymerase von 
Eppendorf verwendet. Mit den Primern Nr. 175 und 176 (siehe 4.1.4) wurde das 
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gewünschte Fragment amplifiziert. Als Template diente die genomische DNA von 
A. thaliana, welche in den BAC-Klon F21J9 kloniert war. Die teilweise Sequenzierung 
des PCR-Produktes ergab keinen Basenaustausch. 
4.12 Proteinexpression 
4.12.1 Überexpression eines GST-Fusionsproteins in E. coli 
Die Expression erfolgte in BL21 von einem pGEX-4T-3 Konstrukt. Zum Animpfen der 
Hauptkultur wurden zunächst zwei 5 ml LBamp-Übernachtkulturen bei 37 °C 
herangezogen. Die 500 ml LBamp der Hauptkultur wurden im 37 °C-Schüttler bis zu 
einer OD600 zwischen 0,7 und 0,9 inkubiert. Für die erste Kontrolle wurden 0,5 ml 
Kultur pelletiert, in 15 µl 4x Lämmli-Proteinproben-Puffer aufgenommen und bei -20°C 
gelagert. Die Kulturen wurden auf 1 mM IPTG eingestellt und für eine Stunde im 
37 °C-Schüttler inkubiert. Zur Ernte wurden die Zellen auf Eis gesetzt und nach 
Entnahme einer zweiten Kontrolle (wie Kontrolle 1, s.o.) bei 4 °C und 4.000 x g 
pelletiert (2x 250 ml). Die Lyse der Zellen erfolgte in je 10 ml Lysis-Puffer im Eisbad 
mit Ultraschall (40 W, 50 % Pulse, 4 Minuten). Die Zelltrümmer wurden bei 4 °C und 
25.000 x g für 30 Minuten sedimentiert. 5 µl Überstand wurden als dritte Kontrolle 
entnommen und gelagert (s.o.). Der Überstand wurde zu 600 µl 50 % Glutathion-
Sepharose-beads in TBS gegeben und im Drehinkubator über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
Die Sedimentation der beads erfolgte bei 4 °C und 100 x g für 5 Minuten. Aus dem 
Überstand wurde die vierte Kontrolle (15 µl, Lagerung s.o.) entnommen. Die beads 
wurden dreimal mit 25 ml Lysis-Puffer gewaschen. Die Suspension des dritten 
Waschschrittes wurde in Polyprep-Chromatographie-Säulen gegossen und mit 40 ml 
Puffer B gewaschen. Die Säulchen wurden bei 4 °C und 100 x g 5 Minuten zur 
Trockene zentrifugiert. Die beads wurden 10 Minuten bei Raumtemperatur mit der 
Minimalmenge Glutathion-Puffer bedeckt inkubiert und das Eluat durch Zentrifugation 
wie oben gesammelt. Als fünfte Kontrolle wurde 1 µl Eluat entnommen und wie oben 
angesetzt. Die Proteinexpression wurde durch eine SDS-PAGE der entnommenen 
Kontrollen mit anschließender Coomassie-Färbung analysiert. Der quantitative 
Proteingehalt wurde nach Bradford bestimmt, da das BCA-Assay durch Glutathion 
gestört wird. 
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LB-Medium siehe 4.11.7 
Lysis-Puffer Lagerung: RT 
 2,5 ml 2 M Tris pH 8.0  50 mM Tris pH 8,0 
 6 ml 5 M NaCl 300 mM NaCl 
 15,42 mg DTT 1 mM DTT 
 1 ml Triton X-100 1 % Triton X-100 (v/v) 
 0,2 ml 0,5 M EDTA 1 mM EDTA 
ad 100 ml H2O 
Protease-Inhibitoren Pepstatin A und Leupeptin frisch zusetzen 
Pepstatin A 1000x stock Lagerung: 4 °C 
 3 mg Pepstatin A 5 mg/ml Pepstatin A 
ad 600 µl MeOH 
Leupeptin 1000x stock Lagerung: -20 °C 
 3 mg  Leupeptin 5 mg/ml Leupeptin 
ad 600 µl H2O 
IPTG 100x stock Lagerung: -20 °C 
 500 mg IPTG 100 mM IPTG 
ad 20 ml H2O 
steril filtrieren 
Puffer B Lagerung: RT 
 5 ml 1 M Tris pH 8.0 50 mM Tris pH 8,0 
 3 ml 5 M NaCl 150 mM NaCl 
ad 100 ml H2O 
Glutathion-Puffer Lagerung: -20 °C 
 15 mg Glutathion (reduziert) 10 mM Glutathion 
 125 µl 2 M Tris pH 8.0 50 mM Tris pH 8,0 
ad 5 ml H2O 
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4.12.2 Überexpression eines Peptids in E. coli 
Die Expression des Peptids erfolgte als Fusionsprotein (s.o.). Nach Entnahme der 
vierten Kontrollprobe wurden die beads dreimal mit 25 ml Lysis-Puffer sowie dreimal 
mit 15 ml Puffer B+ gewaschen. Die beads wurden anschließend in 500 µl Puffer B+ 
aufgenommen und zur Spaltung des Fusionsproteins mit 10 Einheiten Thrombin über 
Nacht bei 4 °C im Drehinkubator rotiert. Die beads mit dem GST-Protein wurden bei 
Raumtemperatur und 750 x g für 5 Minuten sedimentiert und der Überstand mit dem 
Peptid in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Die letzte Kontrollentnahme sowie die 
Analyse von Expression und Spaltung erfolgten analog der Kontrolle der Protein-
expression. 
Puffer B+ Lagerung: RT 
 5 ml 1 M Tris pH 8.0 50 mM Tris pH 8,0 
 3 ml 5 M NaCl 150 mM NaCl 
 0,25 ml 1 M CaCl2 2,5 mM CaCl2 
ad 100 ml H2O 
4.13 Proteinimport in Chloroplasten 
Die Präparation der importfähigen Chloroplasten und der Import in die Chloroplasten 
wurden nach Protokollen durchgeführt, die freundlicherweise von E. Schleiff2 zur 
Verfügung gestellt wurden. 
4.13.1 In vitro-Transkription 
Als Template dienten 5 µg Plasmid-DNA mit der c-terminal trunkierten HOM3-cDNA 
(siehe 4.11.12.5) mit einer Konzentration von 0,5 µg/µl. 40 U RNase-Inhibitor, 20 U 
SP6-RNA-Polymerase, 5 µl NT-Mix mit CAP und 10 µl 5x Transkriptionspuffer auf ein 
Volumen von 40 µl gebracht. Dieser Reaktionsmix wurde mit der DNA 30 Minuten bei 
37 °C inkubiert. Zur Aufarbeitung der mRNA wurde der Ansatz mit 50 µl 10 M 
Ammoniumacetat und 100 µl H2O auf eine Endkonzentration von 2,5 M 
Ammoniumacetat eingestellt. Nach einer Extraktion mit dem gleichen Volumen Phenol 
                                                 
2
 Botanisches Institut I, Ludwig Maximilian-Universität München 
4 Material und Methoden 
 - 60 - 
wurde die wässrige Phase abgenommen und die mRNA durch Zugabe der doppelten 
Menge eiskalten Ethanols gefällt. Die Fällung wurde bei -20 °C für 30 Minuten 
komplettiert und die mRNA 15 Minuten bei 4 °C und 20.000 x g pelletiert. Das Pellet 
wurde einmal mit 70 % Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 60 µl H2O 
aufgenommen. 
NT-Mix Lagerung: -20 °C 
 5 µl 100 mM GTP 0,5 mM GTP 
 50 µ 100 mM CTP 5 mM CTP 
 50 µ 100 mM ATP 5 mM ATP 
 50 µ 100 mM UTP 5 mM UTP 
ad 1 ml H2O 
NT-Mix mit CAP Lagerung: -20 °C 
 233 µl NT-Mix 
 25 U CAP (Natrium-Diguanosintriphosphat) 
4.13.2 In vitro-Translation von 35S-markiertem Protein 
Für die in vitro-Translation wurde das wheat germ System von Promega verwendet. Die 
Reagenzien wurden vorsichtig auf Eis aufgetaut. 12 µl der in vitro transkribierten 
mRNA (siehe 4.13.1) wurden bei 68 °C für 10 Minuten denaturiert und auf Eis gekühlt. 
Das wheat germ wurde bei 4 °C und 4.500 x g für 5 Minuten zentrifugiert und der 
Überstand weiter verwendet. Ein Translationsansatz bestand aus 20 µl wheat germ 
extract, 4 µl Aminosäuremix ohne Methionin, 40 U RNase-Inhibitor, 4 µl 1 M 
Kaliumacetat, der mRNA und 2 µl 35S-Methionin. Die Kaliumacetatkonzentration ist 
das Ergebnis einer Optimierung laut Herstellerangaben. Die Translation fand bei 25 °C 
für 1,5 Stunden statt. Zur Überprüfung der Translation wurde 1 µl mit SDS-PAGE 
(10 % PA-Gel) und Autoradiographie untersucht. 
4.13.3 Präparation von importfähigen P. sativum Chloroplasten 
Zur Präparation der Chloroplasten wurden 10 Tage alte Erbsen-Sprösslinge verwendet. 
Alle Arbeitsschritte wurden, falls nicht anders erwähnt, bei 4 °C und auf Eis ausgeführt. 
Ca. 80 g Pflanzenmaterial wurden bei Raumtemperatur geerntet, und umgehend in 
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333 ml Isolationsmedium mit dem Ultra-Turrax auf höchster Stufe mit 3 Pulsen 
zerschlagen. Die groben Teile wurden durch Filtrieren über zwei Lagen Miracloth 
entfernt, und die Chloroplasten durch 1 Minute Zentrifugieren bei 4 °C und 2.800 x g in 
50 ml-Gefäßen pelletiert. Der Überstand wurde verworfen, die Pellets in ca. 1 ml 
Waschmedium I mit Hilfe eines Haarpinsels vorsichtig resuspendiert. Die Chloroplasten 
wurden vorsichtig auf zwei Percollgradienten (je 12 ml 40 % Percoll unterschichtet mit 
7 ml 80% Percoll) geschichtet. Die Zentrifugation über den Percollgradienten erfolgte 
bei 5.000 x g und 4 °C für 10 min. Die obere Bande mit den beschädigten Chloroplasten 
wurde abgesaugt und verworfen. Die Banden in den unteren Dritteln, welche die 
intakten Chloroplasten enthielten, wurden auf je zwei 50 ml-Gefäße verteilt und mit 
Waschmedium I aufgefüllt. Die Chloroplasten wurden für eine Minute bei 4 °C und 
2.200 x g pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und die Pellets in je 1 ml 
Waschlösung I resuspendiert, zusammengefasst und mit Waschlösung I aufgefüllt. Nach 
erneuter Sedimentation für 45 Sekunden bei 4 °C und 2.200 x g wurde das Pellet in 1 ml 
Waschlösung I aufgenommen und der Chlorophyllgehalt bestimmt (siehe 4.2.3). 
Isolationsmedium  Lagerung: -20 °C 
 60,12 g Sorbit 330 mM Sorbit 
 4,19 g MOPS 20 mM MOPS 
 1,52 g Tris 13 mM Tris 
 1 g BSA 0,1 % BSA 
 3 ml 1 M MgCl2 3 mM MgCl2 
ad 1 l H2O 
zu 330 ml aliquotieren 
Waschmedium I Lagerung: -20 ° 
 60,12 g Sorbit 330 mM Sorbit 
 50 ml 1 M HEPES pH 7,6 50 mM HEPES pH 7,6 
 3 ml 1 M MgCl2 3 mM MgCl2 
ad 1 l H2O 
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40% Percoll-Puffer frisch ansetzten 
 1,8 g Sorbit 330 mM Sorbit 
 1,5 ml 1 M HEPES pH7,6 50 mM HEPES pH 7,6 
 12 ml Percoll 40 % Percoll 
ad 30 ml H2O 
80% Percoll-Puffer frisch ansetzten 
 0,90 g Sorbit 330 mM Sorbit 
 750 µl 1 M HEPES pH7,6 50 mM HEPES pH 7,6 
 12 ml Percoll 80 % Percoll 
ad 15 ml H2O 
4.13.4 Import 
Ein Importexperiment mit einem Volumen von 100 µl enthielt Chloroplasten, 
äquivalent zu einer Menge von 20 µg Chlorophyll, in Waschpuffer I (siehe 4.13.3). 
Zunächst wurde das benötigte Volumen an Chloroplastenpräparation bestimmt. Für das 
verbleibende Restvolumen wurde die benötigte Menge 10x HMS bestimmt. Die End-
konzentration an ATP im Importansatz betrug 2 mM. Das Translationsprodukt sollte 
nicht mehr als 10% des Gesamtvolumens betragen. Bei einer durchschnittlichen 
Ausbeute an Translationsprodukt wurden 5 µl eingesetzt. Außerdem enthielt der Ansatz 
noch 21 µl des Import-Mix. Als letztes wurde die benötigte Menge an H2O berechnet. 
Der Import-Reaktionsansatz wurde in folgender Reihenfolge zusammenpipettiert: 
1. Wasser 
2. ATP 
3. 10x HMS 
4. Import-Mix 
5. Translationsprodukt 
6. Chloroplasten 
Der Import wurde für 20 Minuten bei 25 °C durchgeführt, danach wurde der Ansatz auf 
Eis überführt. Für die weiteren Schritte war schnelles Arbeiten auf Eis essentiell. 
Zunächst wurde der Ansatz auf ein Percoll-Kissen geschichtet (400 µl 40 % Percoll in 
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einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß) und bei 5.000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet in 100 µl Waschmedium II resuspendiert. Für einen 
Thermolysinverdau wurde die Probe mit 1,5 µl Thermolysin (1 mg/ml) für 10 Minuten 
auf Eis inkubiert. Zum Quenchen der Reaktion wurden 2 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 
zugegeben. Alle Proben wurden bei 1.500 x g und 4 °C für 5 Minuten pelletiert. Für 
eine Lyse der Chloroplasten wurde mit 50 µl Lysis-Puffer 5 Minuten auf Eis inkubiert 
und nochmals bei 1.500 x g und 4 °C für 5 Minuten pelletiert. Alle Proben wurden vom 
Überstand befreit, zweimal mit 100 µl Waschpuffer III gewaschen und in 50 µl 
4x Probenpuffer mit 1 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 resuspendiert. Die Proben wurden einer 
SDS-PAGE (12 % PA) unterworfen und die getrockneten Gele mittels 
Autoradiographie untersucht. 
10X HMS Lagerung: -20 °C 
 30,06 g Sorbit 3,3 M Sorbit 
 25 ml 1 M HEPES pH 7,6 500 mM HEPES pH 7,6 
 1,5  ml 1 M MgSO4 30 mM MgSO4 
ad 50 ml H2O 
autoklavieren 
Waschmedium II Lagerung: -20 °C 
 6,01 g Sorbit 330 mM Sorbit 
 5 ml 1 M HEPES pH 7,6 50 mM HEPES pH 7,6 
 50 µl 1 M CaCl2 0,5 mM CaCl2 
ad 100 ml H2O 
Waschmedium III Lagerung: -20 °C 
 6,01 g Sorbit 330 mM Sorbit 
 5 ml 1 M HEPES pH 7,6 50 mM HEPES pH 7,6 
 1 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 5 mM EDTA 
ad 100 ml H2O 
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Import-Mix frisch ansetzen 
 2 µl 1 M Kaliumgluconat 20 mM Kaliumgluconat 
 4 µl 250 mM Methionin 10 mM Methionin 
 4 µl 250 mM Cystein 10 mM Cystein 
 1 µl 1 M Natriumhydrogencarbonat 10 mM Natriumhydrogencarbonat 
 10 µl 20 % BSA (w/v) 2 % BSA (w/v) 
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5 Ergebnisse 
Im Gegensatz zu der gut untersuchten Sec-Translokase in E. coli ist über die cpSecY 
Translokase der Thylakoide weit weniger bekannt. Bisher wurden die Membranproteine 
cpSecY und cpSecE charakterisiert. Zudem wurde das Thylakoidmembranprotein Alb3 
gefunden, dessen Homolog in E. coli (YidC) dort teilweise mit der Sec-Translokase 
assoziiert ist (Scotti et al 2000). Über die Funktionsweise dieses chloroplastidären 
Homologs des YidC ist bisher wenig bekannt. Zunächst sollte deshalb geklärt werden, 
ob, und mit welchen Partnern, Alb3 in einem Komplex interagiert. Zudem wurde die 
cDNA eines chloroplastidären Homologs von Alb3 (Hom3) kloniert, mit dem Ziel, 
funktionelle Unterschiede zwischen den beiden Homologen zu finden. 
5.1 Klonierung von ALB3 
Molekularbiologische Methoden finden heute eine breite Anwendung. In einem ersten 
Schritt wurde daher zunächst die codierende Sequenz des Alb3-Proteins aus A. thaliana 
Blatt-RNA mittels RT-PCR revers transkribiert und amplifiziert (siehe Abbildung 7), 
um für weitere molekularbiologische Untersuchungen zur Verfügung zu stehen. Die 
cDNA wurde mittels AT-Klonierung in den Klonierungsvektor pGEM-T Easy ligiert 
(siehe Anhang A) und in E. coli transformiert. Der Vektor verfügt über M13-forward 
und -reverse Promotorbindungsstellen vor und hinter der multiple cloning site (MCS). 
Mit Primern gegen diese Bindungsstellen wurde über die MCS sequenziert und die 
Fehlerfreiheit des klonierten Fragments bestätigt (ALB3-cDNA ohne Startcodon). 
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Abbildung 7: cDNA-Amplifikation von ALB3 
Durch RT-PCR mit den Primern 13 und 14 (siehe 4.1.4) wurde die cDNA für ALB3 durch 
Reverse Transkription von A. thaliana Blatt-RNA amplifiziert (Spalte 2). Spalte 1 zeigt den 
verwendeten Größenstandard. 
5.2 Antikörper gegen Alb3 
Zur Untersuchung der Rolle des Membranproteins Alb3 beim Proteintransport über die 
Thylakoidmembran musste eine Möglichkeit geschaffen werden, das Protein spezifisch 
nachzuweisen. Eine geeignete Methode dazu ist die Immundetektion des Proteins im 
Westernblot. Dieser Nachweis bietet eine hohe Sensitivität und, abhängig vom 
Antikörper, eine hohe Spezifität. In der Literatur (Moore et al 2000) wurde ein 
antigenes 50 Aminosäuren-Peptid (siehe Abbildung 8) beschrieben, welches auch hier 
zur Antikörperproduktion dienen sollte. Die Aminosäuren dieses Peptids bilden den 
ersten stromalen loop von Alb3 (bzgl. des N-Terminus), wenn man, aufgrund der 
Sequenzhomologie zu Oxa1p, fünf Transmembrandomänen und eine Nout-Cin-
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Orientierung annimmt (Moore et al 2000), siehe auch Abbildung 8. Dieses Modell wird 
durch die von TMpred vorhergesagten Transmembrandomänen gestützt3. 
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Abbildung 8: Position des antigenen Peptids 
Das als Antigen verwendete Peptid (AS 157-206) liegt auf einem stromalen loop von Alb3 
zwischen der ersten und zweiten Transmembrandomäne, wenn man aufgrund der 
Sequenzhomologie zu Oxa1p fünf Transmembrandomänen und eine Nout-Cin-Orientierung 
annimmt (Moore 2000, TMpred). Die Nummerierung der Aminosäuren bezieht sich auf den 
Alb3-precursor. Für die Proteinsequenz siehe Abbildung 23, Abschnitt 5.9.2. 
Unter Verwendung der Primer Nr. 19 und 20 (siehe 4.1.4) wurde zunächst das Fragment 
von Alb3 amplifiziert, welches für das antigene 50 AA-Peptid codiert. Dieses wurde 
mittels AT-Klonierung in den Klonierungsvektor pGEM-T Easy eingebracht. Mit 
Primern gegen die M13 Promotor-Bindungsstellen wurde über die MCS sequenziert. 
Das Fragment wurde unter Beibehaltung des Leserahmens in den Expressionsvektor 
pGex-4T-3 kloniert. Die Sequenzierung bestätigte die Fehlerfreiheit des klonierten 
Fragments (siehe auch Anhang B). Die zur Klonierung verwendeten Schnittstellen 
EcoRI und XhoI waren über die Primer angefügt worden. Der Vektor pGex-4T-3 wurde 
für die Expression von Fusionsproteinen des Enzyms Glutathion S-Transferase (GST) 
konzipiert. Die Expression des Fusionsproteins untersteht dabei dem IPTG-
induzierbaren tac-Promotor. Vor der MCS, d. h. hinter der GST-Sequenz, besitzt der 
Vektor eine Erkennungssequenz für die Protease Thrombin, so dass je nach 
Aufarbeitung das GST-Fusionsprotein bzw. das Peptid erhalten wurden.  
                                                 
3
 www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html, siehe auch Hofmann K, Stoffel W. 1993. TMbase - 
A database of membrane spanning protein segments. Biol. Chem. Hoppe - Seyler 374: 166 
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Das aufgereinigte Fusionsprotein (Abbildung 9, Spalte 5) diente als Antigen bei der 
Immunisierung von zwei Kaninchen zur Produktion polyklonaler Antikörper (Seqlab/ 
Göttingen).  
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Abbildung 9: Expression des antigenen 50 AA-Peptids als GST-Fusionsprotein  
E. coli BL21-Zellen mit dem Vektor pGex-50AA-Alb3 wurden bis zu einer OD600 von 0,8 
angezogen (Spalte 1) und GST-50AA-Alb3 eine Stunde in Gegenwart von IPTG exprimiert 
(Spalte 2). Die neue Proteinbande bei etwa 40 kD entspricht dem Fusionsprotein. Spalte 3 zeigt 
den Ultraschallaufschluss der induzierten Zellen, mit einer deutlichen Bande des 
Fusionsproteins. Aus Spalte 4 ist ersichtlich, dass das Fusionsprotein durch Inkubation mit 
Glutathion-Sepharose-beads nicht vollständig aus dem Lysat entfernt wurde, aber aus Spalte 5 
kann man entnehmen, dass der Großteil des Proteins an die beads gebunden und durch 
Glutathion eluiert werden konnte. Bei einem Teil der Probe wurde das Fusionsprotein noch auf 
den beads durch Thrombin-Behandlung gespalten, um das Peptid zu erhalten (Spalte 6). Die 
Peptidbande erscheint aufgrund der geringen Größe diffus. Alle Proben enthalten vergleichbare 
Mengen an Protein und wurden durch Kochen in SDS-haltigem Proteinprobenpuffer 
aufgeschlossen. Spalte 7 zeigt den verwendeten Proteingrößenstandard. 
Die Kaninchensera wurden durch Immundetektion an Westernblots getestet (Abbildung 
10). Dazu wurden zunächst das überexprimierte 50-Aminosäuren-Peptid, 
Thylakoidmembranproteine und Stroma aus A. thaliana gelelektrophoretisch 
aufgetrennt und anschließend einem Western-Blotting unterworfen. Die Präimmunseren 
detektierten kein Protein (nicht abgebildet). In Abbildung 10 ist gezeigt, dass die Seren 
aus beiden Kaninchen deutlich mit dem überexprimierten 50-Aminosäuren-Peptid 
kreuzreagieren (Spur1) In der Thylakoidmembranfraktion erkennen die Sera zwei 
unterschiedlich ausgeprägte Banden (Spur 2). Die größere entspricht mit etwa 46 kD der 
erwarteten Größe, da Alb3 als ein 45 kD Protein charakterisiert wurde (Moore et al 
5 Ergebnisse 
 - 69 - 
2000). In beiden Kaninchensera existierten somit verwendbare Antikörper gegen Alb3. 
Die untere, schwächere Bande könnte eine Kreuzreaktion oder ein chloroplastidäres 
Homolog darstellen. Vermutlich ist es jedoch ein Abbauprodukt, da im Laufe der Arbeit 
mitunter mehrere solcher Banden mit abnehmender Größe beobachtet wurden. Bei 
Serum 2505 ist eine leichte Kreuzreaktion im Stroma zu erkennen (Abbildung 10, 
Spur 3). Trotzdem wurde diesem Serum für weitere Versuche der Vorzug gegeben, da 
dieses Serum, vermutlich aufgrund eines höheren Antikörpergehaltes, auf geringere 
Proteinmengen wesentlich sensitiver reagierte (ohne Abbildung). 
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Abbildung 10: Test der Kaninchensera auf polyklonale Antikörper gegen Alb3 
Die Proteinproben wurden über SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit den Sera 
behandelt. Spur 1 zeigt jeweils das durch Thrombinspaltung aus dem Fusionsprotein erzeugte 
Peptid (Positivkontrolle), Spur 2 eine Thylakoidmembranpräparation, in welcher natives Alb3 
enthalten ist, und Spur 3 die entsprechende Stromafraktion, welche kein Alb3 enthält 
(Negativkontrolle). 2505 und 4273 bezeichnen die Sera aus den beiden Kaninchen. Das 50 
Aminosäuren große Peptid hat ein Molekulargewicht von etwa 5,6 kD, was nahe an der 
Auflösungsgrenze der verwendeten 18% PA-Gele liegt (Spur 1). 
5.3 Detergenzien zur Solubilisierung von Membranproteinen 
Im Gegensatz zu löslichen Proteinen liegen Membranproteine nicht in ihren 
funktionellen Einheiten vor, sondern sind in einer zweidimensionalen Matrix aus 
Lipiden und weiteren Proteinen eingebettet. Dies erschwert die Untersuchung auf 
Interaktionspartner, da vor einer Untersuchung möglicher Komplexe Lipidkomponenten 
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und nicht assoziierte Proteine abgetrennt werden müssen, ohne dabei die funktionellen 
Proteinkomplexe zu zerstören. Eine Möglichkeit, solche Komplexe zu isolieren, ist die 
Solubilisierung mit milden Detergenzien. Die Wahl des Detergenz muss dabei sehr 
sorgfältig erfolgen, da ein zu harsches Detergenz den Komplex zerstören könnte, 
während ein mildes Detergenz eine unzureichende Solubilisierung der Komplexe zur 
Folge haben kann.  
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Abbildung 11: Proteinbestimmung der solubilisierten Thylakoidmembranen mittels BCA 
Thylakoidmembranen wurden mit den Detergenzien in den angegebenen Mengen solubilisiert, 
unlösliches Material durch Pelletieren entfernt und der Gesamtproteingehalt mittels BCA-
Protokoll (siehe 4.3.1) bestimmt. Der Anteil an gelöstem Protein wurde berechnet durch Bezug 
auf den Gesamtproteingehalt nativer Thylakoidmembranen, ebenfalls durch BCA bestimmt 
(siehe auch 4.3.1). 
Zur Untersuchung der Frage, ob Alb3 in einem membranständigen Proteinkomplex 
vorliegt oder als Einzelprotein funktioniert, musste also zunächst ein geeignetes 
Detergenz gefunden werden, welches Alb3 in ausreichendem Umfang aus den 
Thylakoidmembranen lösen kann, die Integrität eventuell vorhandener 
Membrankomplexe aber nicht schädigt. Zu diesem Zweck wurden verschiedene in der 
Literatur zur Proteinsolubilisierung verwendete Detergenzien (Abbildung 11, 
Abbildung 12) getestet. Die Thylakoidmembranen wurden wie in 4.2.2 beschrieben 
aufgearbeitet und mit einer Anzahl unterschiedlicher Detergenzien in variierenden 
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Konzentrationen gelöst. Die ungelösten Membranbestandteile wurden durch 
Zentrifugation abgetrennt. Die Proteinbestimmung mittels BCA-Protokoll diente zur 
Bestimmung des gelösten Gesamtproteinanteils (Abbildung 11). Dabei zeigten die 
nichtionischen Detergenzien Dodecyl-β-D-maltosid und Triton X-100 eine gute 
Solubilisierungsrate von über 80 % solubilisiertem Protein bei einem Prozent 
Detergenzgehalt im Puffer. Octyl-β-glycosid erreicht diese Solubilisierungsrate erst bei 
einer Detergenzkonzentration von 2 %. Digitonin hatte eine mittlere Solubilisierungs-
rate von etwa 45 %, die jedoch schon mit einer Detergenzkonzentrationen von 0,5 % 
erreicht wurde. CHAPS und Tween 20 zeigten ein unzureichendes Solubilisierungs-
vermögen. Danach wurde die Solubilisierung der cpSec-Translokase getestet, indem das 
gelöste Gesamtprotein einer SDS-PAGE unterzogen wurde. Im Westernblot wurde 
cpSecY durch Immundetektion nachgewiesen und die Menge an gelöstem cpSecY 
semiquantitativ bestimmt (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: Solubilisierung der cpSec-Translokase am Beispiel von cpSecY 
Thylakoidmembranen wurden präpariert wie angegeben (siehe 4.2.2) und mit unterschiedlichen 
Detergenzkonzentrationen solubilisiert. Unlösliche Rückstände wurden durch Zentrifugation 
entfernt und die Proteine nach SDS-PAGE durch Immun-Blotting mit Antikörpern gegen 
cpSecY analysiert. Digitonin und Dodecyl-β-D-maltosid solubilisieren cpSecY gut und fanden 
später bei der GPC Verwendung. Triton X-100 solubilisierte zwar gut, ist jedoch dafür bekannt, 
Komplexe zu destabilisieren und wurde hier als Positivkontrolle für die Solubilisierung 
verwendet. 
Triton X-100 diente als Positivkontrolle für eine fast komplette Solubilisierung der 
Membranen. Jedoch ist bekannt, dass Triton X-100 ein relativ harsches Detergenz ist, 
das die Einzelproteine aus Membranproteinkomplexen zu lösen vermag, und somit zur 
Untersuchung von Proteinkomplexen nicht geeignet ist. Das zur Solubilisierung von 
Membranprotein-Komplexen am häufigsten verwendete Digitonin erzielte gute 
Ausbeuten an solubilisiertem cpSecY. Gute Ergebnisse erzielte auch das Zuckerderivat 
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Dodecyl-β-D-maltosid, das in der Literatur ebenfalls zur Solubilisierung von Membran-
proteinkomplexen Verwendung findet. Beide Detergenzien, Digitonin und Dodecyl-β-
D-maltosid, fanden bei der folgenden Gelpermeations-Chromatographie Verwendung. 
5.4 Gelpermeations-Chromatographie (GPC) 
Eine Anwendung der FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) ist die GPC, auch 
Size Exclusion Chromatography (SEC) oder veraltet: Gelfiltration. Dabei erfolgt die 
Trennung der Probe in Banden unterschiedlicher Teilchengröße. Das Säulenmaterial 
enthält Poren, deren Größe in etwa der Größe der zu untersuchenden Teilchen 
entspricht. Die zu trennenden Moleküle oder Komplexe können in Poren diffundieren, 
deren Volumen größer ist als das Eigenvolumen der Moleküle oder Komplexe. Dadurch 
verlängert sich der Weg ihrer Passage durch die Säule, was eine Auftrennung der 
Teilchen nach ihrer Größe (größere Moleküle zuerst) zur Folge hat. GPC wird in 
Aufreinigungsprozessen häufig zur Größenauftrennung von Polymeren und Proteinen 
verwendet. In der vorliegenden Arbeit sollte eine Auftrennung der Thylakoid-
membranproteine nach Größe zeigen, ob Alb3 als Monomer in die Membran integriert 
ist, oder ob es als Teil eines höhermolekularen Komplexes funktioniert. Außerdem 
sollte eine erste Einschätzung vorgenommen werden, ob Alb3 möglicherweise mit der 
cpSecY-Translokase assoziiert ist. 
5.4.1 Separationsvermögen der Superose 6HR-Säule 
Zunächst wurden die solubilisierten Thylakoidmembranproteine über die Säule 
aufgetrennt, um die Leistung der Superose 6HR-Säule zu testen. Die aufgefangenen 
Fraktionen wurden einer SDS-PAGE unterworfen und die enthaltenen Proteine durch 
eine Silberfärbung detektiert (Abbildung 13). Da sich ein deutliches Aufspaltungs-
muster für die Thylakoidmembranproteine zeigte, wurde die GPC mit der 
Superose 6HR-Säule im Folgenden eingesetzt, um zu analysieren, ob Alb3 als 
Monomer oder höhermolekularer Proteinkomplex vorliegt. 
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Abbildung 13: GPC von solubilisierten Thylakoidmembrankomplexen 
Die Thylakoidmembranen wurden aufgearbeitet und mit Dodecyl-β-D-maltosid solubilisiert wie 
beschrieben. Native Membrankomplexe wurden durch GPC aufgetrennt und die Fraktionen 
10 bis 26 sowie native (T) und solubilisierte (S) Thylakoidmembranen und ein Proteinmarker 
(M, Kaleidoskopmarker) wurden mittels SDS-PAGE analysiert und die Proteine mit Silber 
angefärbt. Fraktion 16 entspricht Komplexen mit etwa 700 kD, Fraktion 20 etwa 160 kD und 
Fraktion 23 etwa 15 kD. 
5.4.2 Alb3 liegt als höhermolekularer Komplex vor 
Ein Punkt, den es zur Charakterisierung der Rolle von Alb3 beim Proteintransport zu 
klären galt, war die Frage, ob Alb3 als monomeres Protein in der Membran vorliegt, 
oder ob es als Teil eines höhermolekularen Komplexes mit seinen Substraten 
interagiert. Um dies zu klären wurden zunächst die Thylakoidmembranen isoliert, um 
anschließend die Membranproteinkomplexe mit Digitonin oder Dodecyl-β-D-maltosid 
herauszulösen. Die gelösten Proteine wurden in einem Digitonin- oder Dodecyl-β-D-
maltosid-haltigen Puffer über eine Superose 6HR-Säule aufgetrennt. Die aufgefangenen 
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und Westernblotting auf ihren Gehalt an Alb3-
Protein untersucht (Klostermann et al 2002), siehe auchAbbildung 14. Dabei zeigte 
sich, dass Alb3 je nach verwendetem Detergenz in Komplexen unterschiedlicher Größe 
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gefunden wird (eine Komplexgröße von 160 kD in Dodecyl-β-D-maltosid (Abbildung 
14 A), bzw. 200 kD in Digitonin (Abbildung 14 B)). 
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Abbildung 14: Alb3 und cpSecY cofraktionieren in der GPC-Analyse 
Thylakoidmembranen wurden in 1,5% Digitonin (A) oder 1,5% Dodecyl-β-D-maltosid (B) 
solubilisiert und durch FPLC auf einer Superose 6HR-Säule fraktioniert. Fraktionen von 0,6 ml 
(A), 0,8 ml (B, oberes Bild) bzw. 0,3 ml (B, unteres Bild) wurden mit Antikörpern gegen Alb3 
bzw. cpSecY mittels Immundetektion analysiert. 
Dodecyl-β-D-maltosid ist ein harscheres Detergenz als Digitonin. Es ist offenbar in der 
Lage, einzelne Komponenten des Alb3-Komplexes herauszulösen, was zu einer 
Verkleinerung des Komplexes führt. Um nach Möglichkeit keine Komplex-
komponenten zu verlieren, wurden die darauffolgenden Versuche mit Digitonin als 
Detergenz zur Solubilisierung der Membrankomplexe aus der Thylakoidmembran 
durchgeführt. Für die Experimente mit Dodecyl-β-D-maltosid als Detergenz wurden 
zunächst recht große Fraktionen (0,8 ml, Abbildung 14 B oben) gezogen. Die GPC 
wurde unter Abnahme kleinerer Fraktionen wiederholt (0,3 ml, Abbildung 14 B, 
Einschub unten), um festzustellen, ob Alb3 über das gesamte Volumen dieser 
Fraktionen eluiert, oder die Elution auf ein kleineres Volumen beschränkt werden kann. 
Dabei zeigte sich, dass die Entnahme der größeren Fraktionen ausreichend war, da auch 
durch kleinere Fraktionen keine geringere Breite des Elutionspeaks erreicht werden 
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konnte, und somit eine genauere Bestimmung des Molekulargewichts des Alb3-
Komplexes nicht möglich war. Freies Alb3, mit einer Größe von etwa 45 kD, konnte in 
den Fraktionen entsprechender Größe nicht nachgewiesen werden. Die Alb3-Bande in 
Fraktion 15 fällt mit Vo zusammen. Vo entspricht dem Volumen der flüssigen Phase auf 
der Säule und wird auch als Ausschlussvolumen bezeichnet: Alle Teilchen, die 
aufgrund ihrer Größe nicht in die Gelporen diffundieren, und daher auf die flüssige 
Phase beschränkt sind, eluieren in Vo. Hier handelt es sich also um Alb3, das so hoch 
aggregiert ist, dass es in die Gelporen nicht mehr eintreten kann. Dies könnte eine Folge 
der verringerten Detergenzkonzentration im Laufpuffer sein, die nur noch ein Zehntel 
der Detergenzkonzentration im Solubilisierungspuffer betrug. 
5.4.3 Alb3 und cpSecY cofraktionieren in GPC-Experimenten 
In E. coli ist das Alb3-Homolog YidC an der Integration von Membranproteinen in die 
Plasmamembran beteiligt (Chen et al 2002a, Chen et al 2002b, Samuelson et al 2000). 
YidC kann einige Proteine eigenständig in die Membran integrieren, andere Proteine 
benötigen außer YidC auch die Sec-Proteintranslokase. Eine Assoziation von YidC mit 
der Sec-Translokase wurde bereits nachgewiesen (Scotti et al 2000). Insofern erschien 
es interessant, ob auch Alb3 mit der chloroplastidären Sec-Translokase assoziiert ist. 
Dazu wurden die Fraktionen der Gelpermeations-Chromatographie nicht nur mit Alb3-
Antikörpern, sondern auch mit Antikörpern gegen cpSecY, einer Komponente der 
cpSec-Translokase, im Westernblot untersucht (Klostermann et al 2002), siehe auch 
Abbildung 14. Dabei konnte cpSecY in den Fraktionen nachgewiesen werden, die auch 
Alb3 enthielten. Dies deutet darauf hin, dass der Alb3-Komplex auch cpSecY enthalten 
könnte. 
5.5 Blue Native Gele des Alb3-Proteinkomplexes 
In den GPC-Experimenten wurde eine Cofraktionierung von Alb3 und cpSecY 
beobachtet. Da der Elutionsbereich für ein Protein in den GPC-Experimenten recht breit 
war (zwei bis drei Fraktionen pro Markerprotein), sollte das Vorhandensein beider 
Proteine in einem Komplex gleicher Größe mit einer unabhängigen Methode überprüft 
werden. Durch die Blue Native Gelelektrophorese können Proteinkomplexe im nativen 
Zustand nach ihrer Größe aufgetrennt werden (Schägger & von Jagow 1991). Die 
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Membranproteinkomplexe wurden durch Digitonin aus den Thylakoidmembranen 
gelöst und über die Blue Native Gele elektrophoretisch aufgetrennt. Nach einem ersten 
Blotting zum Entfernen des Coomassie-Farbstoffs erfolgte das Blotting der Proteine. 
Diese Membranen wurden dann weiter entfärbt, um sie für die Immundetektion 
vorzubereiten. 
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Abbildung 15: Auftrennung der Alb3- und cpSecY-haltigen Thylakoidmembran-
Proteinkomplexe durch Blue Native Gelelektrophorese 
Die Thylakoide wurden in 1% Digitonin solubilisiert und über 6-17% (w/v) Polyacrylamid 
Gradientengele im Blue Native Verfahren aufgetrennt. Die Proteine wurden durch Immun-
Blotting mit Antikörpern gegen Alb3 oder cpSecY nachgewiesen. Immunoblots mit Alb3-
Präimmunserum zeigten keine Banden (ohne Abbildung). Als Molekulargewichts-Standards 
wurden verwendet: Apoferritin (880 und 440 kD), β-Amylase (200 kD), BSA (132 und 66 kD) 
und Ovalbumin (45 kD). 
Die Untersuchung erfolgte mit den Antikörpern gegen Alb3 und cpSecY. Es wurden für 
beide Proteine multiple Banden nachgewiesen, die auf eine Reihe von Komplexen im 
Bereich von 120-700 kD, bzw. einen dynamischen Komplex mit wechselnden 
Untereinheiten hinweisen (Klostermann et al 2002), siehe auch Abbildung 15. Die 
prominenten Banden liegen dabei um die 160 kD, was sich mit den Ergebnissen der 
GPC deckt. Dabei stimmten die Höhen fast aller aufgefundenen Banden für beide 
Antikörper überein, was darauf hindeutet, dass Alb3 und cpSecY in mehreren dieser 
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Komplexe gemeinsam vorhanden sein könnten. Wie in den GPC-Experimenten wurde 
auch hier kein monomeres Alb3 detektiert. 
5.6 Coimmunpräzipitation von cpSecY und Alb3 
Die bisherigen Experimente deuten auf eine Assoziation von Alb3 mit dem cpSecY-
Komplex hin. Möglich ist jedoch auch, dass beide Proteine zufällig in Komplexen 
gleicher Größe vorkommen. Um diese Möglichkeit auszuschließen, wurden die 
bisherigen Ergebnisse durch Coimmunpräzipitationsversuche abgesichert (Klostermann 
et al 2002), siehe auch Abbildung 16. Die Membranproteinkomplexe wurden Digitonin-
solubilisiert und immunpräzipitiert. Zur Immunpräzipitation wurden Antikörper gegen 
Alb3 bzw. cpSecY verwendet, die an Protein A-Sepharose beads gekoppelt worden 
waren. Durch Pelletieren der beads konnten die spezifisch in ihren Komplexen 
gebundenen Proteine als solche abgetrennt werden. Die Einzelproteine der Präzipitate 
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Westernblotting mit Antikörpern 
gegen Alb3 und cpSecY nachgewiesen. In Abbildung 16 A ist die Immunpräzipitation 
mit Antikörpern gegen Alb3 gezeigt (mittlere Spur). Wie zu erwarten, konnte Alb3 im 
Präzipitat durch den entsprechenden Antikörper nachgewiesen werden (oberes Bild). 
Mit Antikörpern gegen cpSecY konnte dieses im selben Präzipitat nachgewiesen 
werden (Bild unten). Als Negativkontrolle dienten Präzipitate des αAlb3-
Präimmunserums (rechte Spur), in denen weder Alb3 noch cpSecY nachgewiesen 
werden konnten. In der linken Spur wurden die beiden Proteine aus solubilisierten 
Thylakoidmembranpräparationen nachgewiesen (Positivkontrollen). In Abbildung 16 B 
ist das analoge Experiment gezeigt, jedoch erfolgte die Immunpräzipitation mit 
Antikörpern gegen cpSecY (mittlere Spur). Auch hier wurde das präzipitierte Protein 
(cpSecY, oben) wie erwartet nachgewiesen. Alb3 ließ sich mit dem entsprechenden 
Antikörper aus demselben Präzipitat nachweisen (unten). Als Negativkontrolle diente 
hier eine Präzipitation mit Antikörpern gegen ein unbeteiligtes Protein (rechte Spur), die 
Positivkontrolle war wiederum ein Nachweis der Proteine aus solubilisierten 
Thylakoidmembranen. Die Proteine Alb3 und cpSecY lassen sich also gegenseitig 
coimmunpräzipitieren, was auf ein Vorkommen im selben Komplex hindeutet. 
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Abbildung 16: Coimmunpräzipitation von Alb3 und cpSecY 
Thylakoidmembranproteine (THY) wurden in 1,5% Digitonin solubilisiert und mit Antikörpern 
gegen Alb3 (A) oder cpSecY (B) immunpräzipitiert (IP). Präimmunserum (PI) oder Antikörper 
gegen ein unbeteiligtes Protein (α-Kontrolle) wurden als Kontrollen verwendet. Die 
Immunpräzipitate wurden einer Immunoblot-Analyse mit Antikörpern gegen Alb3 und cpSecY 
unterworfen. 
5.7 Immunlokalisation von Alb3 und cpSecY 
Durch doppelte Immunogold-Markierung (mit Goldpartikeln unterschiedlicher Größe) 
kann unter dem Elektronenmikroskop die Colokalisation zweier Proteine in der 
Organelle gezeigt werden. Um die Colokalisation von Alb3 und cpSecY zu bestätigen, 
wurden Immunlokalisationsexperimente mit Alb3 und cpSecY gemacht. Die 
Aufnahmen wurden im Rahmen einer Kooperation mit J. P. Carde4 angefertigt 
(Klostermann et al 2002). Als erste Antikörper fanden in der Immunlokalisation 
                                                 
4
 Biologie Cellulaire et Moléculaire du Développement des Plantes, Université Bordeaux, Avenue 
Edouard Bourleaux, 33883 Villenave d’Ornon Cedex, Frankreich 
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Antikörper gegen Alb3 aus Huhn5 und gegen cpSecY aus Kaninchen Verwendung. Die 
zweiten Antikörper waren anti-Huhn-Antikörper aus Kaninchen (markiert mit 
5 nm Goldpartikeln) und anti-Kaninchen-Antikörper aus Ziege (markiert mit 
10 nm Goldpartikeln). Die immunogoldmarkierten, ultradünnen Chloroplasten-Schnitte 
aus A. thaliana Blättern wurden unter dem Elektronenmikroskop untersucht. In den 
Aufnahmen (hier repräsentativ gezeigt in Abbildung 17) zeigte sich unerwarteter Weise, 
dass zwar fast alle 10 nm Goldpartikel (cpSecY) mit 5 nm Goldpartikeln (Alb3) 
colokalisierten, jedoch zeigte eine signifikante Anzahl von 5 nm Goldpartikeln (Alb3) 
keine Colokalisation. 
 
Abbildung 17: Doppelte Immunogold-Markierung von Alb3 (5 nm Goldpartikel) und 
cpSecY (10 nm Goldpartikel) in Thylakoidmembranen aus A. thaliana Chloroplasten 
Die Pfeile zeigen die Colokalisation von Alb3 und cpSecY an. 
Dieser Pool an freiem Alb3 war in den vorangegangenen Experimenten (GPC, Blue 
Native PAGE) noch nicht beobachtet worden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen 
                                                 
5
 freundlicherweise zur Verfügung gestellt von L. Nussaume, Département d’Ecophysiologie Végétal et 
de Microbiologie, St. Paul lez Durane, Frankreich 
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werden, dass es sich hierbei um ein Artefakt handelt: Die Konzentration der cpSecY-
Antikörper wurde in diesem Experiment nicht variiert, und daher kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass bei einer Erhöhung der cpSecY-Antikörperkonzentration 
weiteres mit Alb3 assoziiertes cpSecY nachgewiesen wird. Dessen ungeachtet wurde 
zumindest eine teilweise Colokalisation von Alb3 und cpSecY gezeigt. 
5.8 Cross-Linking der Thylakoidmembranproteine 
Die bisherigen Experimente deuteten auf eine zumindest partielle Assoziation von Alb3 
und dem cpSecY-Komplex hin. Um auszuschließen, dass es sich um eine unspezifische 
Aggregation während der Aufarbeitung handelt, sollten die bisherigen Ergebnisse durch 
Cross-Linking-Experimente erhärtet werden. Durch chemische Cross-Linker können 
Proteine kovalent aneinander gebunden werden. Der Cross-Linker bildet dabei eine 
Brücke zwischen zwei reaktiven Gruppen auf unterschiedlichen Proteinen, Dies 
funktioniert nur, wenn sich die beiden Proteine in einem Komplex befinden und somit 
in unmittelbarer Nähe sind. Die kovalente Bindung der beiden nativen Proteine in der 
Membran erlaubt in der Folge eine harschere Aufreinigung, da keine Rücksicht auf die 
empfindliche Komplexierung der Proteine genommen werden muss. Dadurch können 
unspezifische Bindungen der Proteine besser beseitigt werden. 
5.8.1 Wahl des Cross-Linkers 
Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen stehen eine Reihe chemischer 
Cross-Linker zur Verfügung. Die Wahl des Cross-Linkers ist abhängig von den 
reaktiven Gruppen der zu untersuchenden Proteine, ihrem Abstand zueinander, dem 
Umfeld der Reaktion (lösliche oder membranständige Proteine, hydrophobe oder 
hydrophile Reaktionsbedingungen) und der Zielsetzung des Experimentes (soll das 
Reaktionsprodukt wieder in seine Komponenten spaltbar sein, oder ist eine stabile 
Verbindung gewünscht, die auch harschen Aufarbeitungsmethoden stand hält). Hier war 
das angestrebte Ziel, die komplexierten Proteine cpSecY und Alb3 dauerhaft zu 
verbinden, falls eine Assoziation vorliegen sollte. Daher wurden nicht spaltbare Cross-
Linker verwendet.  
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Tabelle 1: getestete Cross-Linker 
Cross-Linker wasserlöslich Spacer [Å] spaltbar reaktive Gruppe reaktiv gegen 
DSS nein 11,4 nein NHS-Ester Amine 
MBS nein 9,9 nein NHS-Ester 
Maleimid 
Amine 
Sulfhydrylgruppen 
Sulfo-MBS ja 9,9 nein Sulfo-NHS-Ester 
Maleimid 
Amine 
Sulfhydrylgruppen 
DSG nein 7,7 nein NHS-Ester Amine 
BS3 ja 11,4 nein Sulfo-NHS-Ester Amine 
nach: Cross-Linking Reagents Selection Guide, Pierce
 
Abbildung 18: Getestete Cross-Linker  
DSG, DSS und BS3 sind strukturell verwandte Cross-Linker. Bei DSG wurde die Länge des 
spacers gegenüber DSS variiert. BS3 unterscheidet sich von DSS durch die Sulfatgruppen, 
welche den Cross-Linker hydrophil werden lassen. MBS und sulfo-MBS besitzen eine andere 
Grundstruktur und tragen zwei verschiedene reaktive Gruppen (heterobifunktionale Cross-
Linker). Auch hier bedingt die Sulfatgruppe die Löslichkeit des Cross-Linkers in wässrigen 
Medien. 
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Da beide Proteine membranständig sind, wurden hydrophobe Cross-Linker getestet, um 
ein Eindringen in die Membran und somit zum Reaktionsort zu ermöglichen. Beide 
Proteine besitzen jedoch auch hydrophile Abschnitte, die in Stroma und Lumen 
hineinragen. Um eine Assoziation der Proteine in ihrem stromalen Bereich zu erfassen, 
wurden auch hydrophile Cross-Linker mit einbezogen. Da über die Lage der Proteine 
zueinander noch nichts bekannt war, wurden eine Reihe Cross-Linker mit 
unterschiedlichen reaktiven Gruppen und verschieden langen spacern auf ihr Vermögen 
getestet, im Immunoblot ein Reaktionsprodukt der erwarteten Größenordnung für Alb3 
und für cpSecY zu produzieren (Tabelle 1, Abbildung 18). 
Alb3
- DSS    MBS  sMBS DSG   BS3
cpSecY
~90
~45
~90
~45
[kD]
 
Abbildung 19: Der homobifunktionale, aminoreaktive Cross-Linker DSS erzeugt eine 
Doppelbande bei ca. 90 kD 
Thylakoide wurden mit den angegebenen Cross-Linkern bei 4 °C inkubiert und die Reaktionen 
im Anschluss gequencht. Die Membranen wurden pelletiert und in Proteinprobenpuffer 
solubilisiert. Die gelösten Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt und mit Antikörpern 
gegen Alb3 (A) bzw. cpSecY (B) im Westernblot durch Immunoblotanalyse nachgewiesen 
Dies war für den hydrophoben, homobifunktionalen, aminoreaktiven Cross-Linker DSS 
mit einem spacer von 11,4 Å der Fall. Hier zeigte sich in den Immunoblots, sowohl bei 
Alb3 als auch bei cpSecY, eine Doppelbande in der Größenordnung von 90 kD (beide 
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Einzelproteine ca. 45 kD). DSS erzeugte eine Reihe weiterer Cross-Linking-Produkte, 
sowohl mit Alb3 als auch mit cpSecY. Dies deutet auf die Existenz weiterer 
Komplexkomponenten, die mit Alb3 bzw. cpSecY vernetzt werden konnten, hin. Die 
heterobifunktionalen Maleimide MBS und sulfo-MBS (mit etwas kürzerem spacer) 
erzeugten ebenfalls eine Reihe Cross-Linking-Produkte von Alb3 (Abbildung 19). 
Diese lagen hauptsächlich im Bereich unter 90 kD, waren also Verbindungen mit 
kleineren Komplexkomponenten und nicht mit cpSecY. Für cpSecY konnten keine 
durch die Maleimide erzeugten Cross-Linking-Produkte nachgewiesen werden. DSG, 
ein DSS-Analog mit wesentlich kürzerem spacer, konnte Alb3 ebenfalls an einige 
kleinere Proteine binden, während für cpSecY eher unspezifische Produkte, 
hauptsächlich im Bereich größeren Molekulargewichts entstanden. Die Verwendung 
von BS3 führte zu hochmolekular vernetzten Cross-Linking-Produkten, die Aufgrund 
ihrer Größe nicht ins Gel einliefen, ein Phänomen, das bei allen Cross-Linking-
Reaktionen mehr oder weniger ausgeprägt auftrat. Die Verwendung geringerer BS3-
Konzentrationen führte nicht zu einer geringeren Vernetzung mit Produkten 
separierbarer Größe. Monomeres Protein konnte in den BS3-Reaktionen nicht mehr 
nachgewiesen werden. 
5.8.2 Cross-Linking bestätigt die Assoziation von Alb3 und cpSecY 
Um zu bestätigen, dass die 90 kD Doppelbanden (Abbildung 20, Spur 2), die durch DSS 
erzeugt wurden und sich sowohl mit Alb3- als auch cpSecY-Antikörpern nachweisen 
lassen, tatsächlich Alb3 und cpSecY enthalten, wurden die Cross-Linking-Produkte 
solubilisiert und einer Immunpräzipitation unterworfen. Die Solubilisierung der 
kovalent gebundenen Cross-Linkinking-Produkte erfolgte mit Triton X-100, um einen 
hohen Solubilisierungsgrad zu erreichen und unspezifische Assoziationen zu vermeiden. 
Die Immunpräzipitation wurde mit Antikörpern gegen cpSecY, die an 
Protein A-Sepharose beads gekoppelt waren, durchgeführt (Spuren 3 und 4). Als 
Negativkontrolle für die Immunpräzipitation diente das Präzipitat eines Antikörpers 
gegen ein unbeteiligtes Protein (Spur 5). Die beads wurden mit Triton X-100-haltigem 
Puffer gewaschen, um unspezifische Assoziationen an den beads zu lösen, bevor die 
Proteine mit 8 M Harnstoff in Proteinprobenpuffer eluiert wurden. Nach Auftrennung 
der Proteine mittels SDS-PAGE wurden die Eluate mittels Immunoblotting analysiert. 
5 Ergebnisse 
 - 84 - 
Dazu wurden Antikörper gegen Alb3 (A) und cpSecY (B) verwendet. Die 90 kD 
Doppelbande, die durch DSS-Cross-Linking entstand (Spur 2), und in den 
Kontrollexperimenten ohne Cross-Linker fehlte (Spuren 1 und 3), wurde von cpSecY-
Antikörpern präzipitiert und sowohl von Antikörpern gegen Alb3 als auch gegen 
cpSecY erkannt (Spur 4). Dies bestätigt eindeutig, dass Alb3 zumindest teilweise mit 
dem cpSecY-Komplex assoziiert vorliegt. Zudem deuten diese Ergebnisse darauf hin, 
dass Alb3 direkt mit cpSecY interagiert. 
DSS:         - +            - +           +             kD
1           2             3            4            5
WB:                              α-Alb3
A
IP:                                    α-cpSecY    α-Kontrolle
1           2           3             4            5
DSS:        - +            - +            +             kD
IP:                                    α-cpSecY   α-Kontrolle
WB:                          α-cpSecY
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Abbildung 20: Chemisches Crosslinken von Alb3 und cpSecY in intakten 
Thylakoidmembranen 
Spuren 1 und 2: Nach Inkubation der Thylakoidmembranen mit (+) oder ohne (-) den 
chemischen Cross-Linker DSS wurden die Thylakoidmembranproteine durch SDS-PAGE 
aufgetrennt und einer Immunoblot-Analyse mit Antikörpern gegen Alb3 (A) bzw. cpSecY (B) 
unterworfen. Spuren 3-5: Thylakoidmembranen wurden mit oder ohne DSS inkubiert wie 
angegeben, mit Triton X-100 solubilisiert und einer Immunpräzipitation (IP) mit Antikörpern 
gegen cpSecY (Spuren 3 und 4) bzw. als Kontrolle mit Antikörpern gegen ein irrelevantes 
Protein (Spur 5) unterworfen. Die Immunpräzipitate wurden durch Western-Blotting (WB) mit 
Antikörpern gegen Alb3 (A) bzw. cpSecY (B) analysiert. Die immunpräzipitierten, Cross-
Linking-Produkte sind gekennzeichnet (*). 
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5.9 Charakterisierung eines Homologs von Alb3 in A. thaliana  
Sechs Proteine der Oxa1-Familie werden in A. thaliana vermutet (ermittelt mit PSI-
BLAST (Altschul & Koonin 1998, Altschul et al 1997), siehe Tabelle 2). Für vier 
Proteine wird eine chloroplastidäre Lokalisation vorausgesagt, für die anderen beiden 
wurde eine mitochondriale Lokalisation berechnet6 (ChloroP (Emanuelsson et al 1999), 
TargetP (Emanuelsson et al 2000)). Um zu prüfen, ob die unbekannten Proteine putativ-
chloroplastidärer Destination ähnliche Funktionen wie Alb3 wahrnehmen, und 
eventuelle Unterschiede in Regulation und Expression der Proteine zu analysieren, 
wurde zunächst die cDNA amplifiziert. 
Tabelle 2: Alb3-homologe Proteine in A. thaliana 
Homolog 
Nr. 
Datenbank- 
Nr. 
Genlocus Chloroplastidäres 
Transit-Peptid7 
Name/ 
Beschreibung 
identisch 
[%] 
ähnlich 
[%] 
1 NP_201011 At5g62050 - AtOxa1 18 38 
2 NP_180446 At2g28800 55 AS Albino3 100 100 
3 Q9FYL3 AB31_ARATH 45 AS Alb3-ähnlich 55 72 
4 NP_176688 At1g65080 58 AS Oxa1-Familie 18 35 
5 NP_182170 At2g46470 - putatives Oxa1 19 39 
6 AAF78273 T12C22 63 AS ähnlich DmeMCM2 25 (zu 1) 46 (zu1) 
5.9.1 Klonierung eines Homologs von Alb3 
Anhand der Gensequenzen der drei putativen, chloroplastidären Alb3-Homologe (3, 4 
und 6) wurden die entsprechenden Primer konstruiert (siehe 4.1.4). Für die 
Amplifizierung der cDNA mittels RT-PCR fand A. thaliana Blatt-RNA Verwendung. 
Die cDNA konnte nur für das Homolog 3 erfolgreich amplifiziert werden (Abbildung 
21). Versuche, die cDNA von Homolog 4 und 6 unter anderen Reaktionsbedingungen 
zu amplifizieren, schlugen ebenfalls fehl (nicht gezeigt). Nach A-tailing des RT-PCR-
                                                 
6
 TargetP: www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/, ChloroP: www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/  
7
 ermittelt mit ChloroP: Emanuelsson O, Nielsen H, von Heijne G. 1999. ChloroP, a neural network-
based method for predicting chloroplast transit peptides and their cleavage sites. Protein Sci 8: 978-84. 
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Produktes wurde dieses in den AT-Klonierungsvektor pGEM-T Easy kloniert. Durch 
Sequenzierung mittels Primern gegen die M13-Promotorsequenzen des Vektors neben 
der MCS wurde die Sequenz der cDNA ermittelt. In  ist ein Sequenzvergleich dieser 
durch RT-PCR erhaltenen Sequenz des Homolog 3 („Lab“-Sequenz) mit den in den 
Datenbanken vorhandenen Sequenzen des Homolog 3 gezeigt.  
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Abbildung 21: Amplifizierung der cDNA des ALB3-Homologs 3 
Als Ausgangsmaterial für die RT-PCR wurde A. thaliana Blatt-RNA verwendet. Die Primer 
wurden anhand von Gensequenzen der putativen Proteine entwickelt (siehe 4.1.4). Für Homolog 
Nr. 3 konnte eine Bande der richtigen Größenordnung amplifiziert werden (Spur 2). Für die 
beiden anderen putativen Proteine konnte keine cDNA amplifiziert werden. 
Die mit „chr“ gekennzeichnete Sequenz stammt von TIGR (The Institute for Genomic 
Research8) und beruht auf der Datenbanksequenz NM_102294.2, genomischer 
A. thaliana DNA in Klon CHR1v12152001. Die Sequenz „bac“ stammt vom 
Arabidopsis Thaliana Genome Center und beruht auf der Datenbanksequenz 
AC000103.2 (genomische A. thaliana DNA in Klon BAC F21J9). Da Homolog 3 ein 
putatives Protein ist, sind die dafür aufgeführten Sequenzen lediglich conceptual 
translations, d. h. in silico erzeugte Sequenzen, die auf Basis der genomischen DNA-
Sequenzen erstellt wurden. Aus dem Alignment wird deutlich, dass die in der 
vorliegenden Arbeit beschriebenen Protein-Sequenzen des Homolog 3 von den in den 
Datenbanken enthaltenen abweicht.  
                                                 
8
 www.tigr.org  
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lab    1 ------------------------------------MSSTISLKPTHLILSSFSTGKVLQ
bac 1 ------------------------------------MSSTISLKPTHLILSSFSTGKVLQ
chr 481 FIKPRRHPESECSATQTEYKFTSEYGKRNSSECWAMTTTYIYYMRIHHHSSPSNICKVLQ
lab   25 FRRSRFSHTPSSSSSRYRTLVAQLGFRPDSFDFIKDHAENLLYTIADAAVSSSETFESVA
bac 25 FRRSRFSHTPSSSSSRYRTLVAQLGFRPDSFDFIKDHAENLLYTIADAAVSSSETFESVA
chr 541 FRRSRFSHTPSSSSSRYRTLVAQLGFRPDSFDFIKDHAENLLYTIADAAVSSSETFESVA
lab   85 GTTTKTTQSNDWFSGIANYMETILKVLKDGLSTVHVPYSYGFAIILLTVLVKAATFPLTK
bac 85 GTTTKTTQSNDWFSGIANYMETILKVLKDGLSTVHVPYSYGFAIILLTVLVKAATFPLTK
chr 601 GTTTKTTQSNDWFSGIANYMETILKVLKDGLSTVHVPYSYGFAIILLTVLVKAATFPLTK
lab  145 K--------------------QVESAMAMKSLTPQIKAIQERYAGDQETIQLETARLYKL
bac 145 KQVFTMISFLVHVIELVVYSLQVESAMAMKSLTPQIKAIQERYAGDQEKIQLETARLYKL
chr 661 K--------------------QVESAMAMKSLTPQIKAIQERYAGDQEKIQLETARLYKL
lab  185 AGINPLAGCLPTLATIPVWIGLYRALSNVADEGLLTEGFFWIPSLAGPTTVAARQNGSGI
bac 205 AGINPLAGCLPTLATIPVWIGLYRALSNVADEGLLTEGFFWIPSLAGPTTVAARQNGSGI
chr 701 AGINPLAGCLPTLATIPVWIGLYRALSNVADEGLLTEGFFWIPSLAGPTTVAARQNGSGI
lab  245 SWLFPFIEGHPPLGWPDTLAYLVLPLLLVFSQYLSIQIMQSSQSNDPAMKSSQAVTKLLP
bac 265 SWLFPFIEGHPPLGWPDTLAYLVLPLLLVFSQYLSIQIMQSSQSNDPAMKSSQAVTKLLP
chr 761 SWLFPFIEGHPPLGWPDTLAYLVLPLLLVFSQYLSIQIMQSSQSNDPAMKSSQAVTKLLP
lab  305 LMIGYFALSVPSGLSLYWLTNNILSTAQQVWLQKYGGAKNPVEKFTNLVTKEDKTQQIEK
bac 325 LMIGYFALSVPSGLSLYWLTNNILSTAQQVWLQKYGGAKNPVEKFTNLVTKEDKTQQIEK
chr 821 LMIGYFALSVPSGLSLYWLTNNILSTAQQVWLQKYGGAKNPVEKFTNLVTKEDKTQQIEN
lab  365 SFSEPLVQKSVSELKIPREKGGEKVTPECPKPGERFRLLKEQEAKRRREKEERQKAEAAL
bac 385 SFSEPLVQKSVSELKIPREKGGEKVTPECPKPGERFRLLKEQEAKRRREKEERQKAEAAL
chr 881 SFSEPLVQKSVSELKIPREKGGEKVTPECPKPGE--RLLKEQEAKRRREKEERQKAEAAL
lab  425 SNQNTDKAHEQDEKSDTAIVAEDDKKTELSAVDETSDGTVAVNGKPSIQKDETTNGTFGI
bac 445 SNQNTDKAHEQDEKSDTAIVAEDDKKTELSAVDETSDGTVAVNGKPSIQKDETTNGTFGI
chr 939 SNQNTDKAHEQDEKSDTAIVAEDDKKTELSAVDETSDGTVAVNGKPSIQKDETTNGTFGI
lab  485 GHDTEQQHSHETEKR
bac 505 GHDTEQQHSHETEKR
chr 999 GHDTEQQHSHETEKR
 
Abbildung 22: Sequenzvergleich des RT-PCR-Produktes von HOM3 mit den beiden in der 
Datenbank enthaltenen Sequenzen für das putative Homolog 3 von ALB3  
Für das Homolog 3 werden zwei verschiedene offene Leserahmen diskutiert. Die Abbildung 
zeigt einen Sequenzvergleich dieser beiden Leserahmen (bac und chr) mit der in silico 
Translation des RT-PCR-Produkts für Homolog 3 (lab). Die Sequenz stellt einen Kompromiss 
zwischen den bisher vermuteten Proteinen dar (siehe auch Text Abschitt 5.9.1). 
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Die zur Amplifizierung der cDNA verwendeten Primer basierten auf der mRNA-
Voraussage des Arabidopsis Thaliana Genome Centers, und die in silico Translation der 
Sequenz des RT-PCR-Produkts zeigt den entsprechenden N-Terminus. Das 20 
Aminosäuren große Peptid in der „bac“-Sequenz (Abbildung 22, AS 146-165), das die 
beiden Datenbanksequenzen unterscheidet, fehlt in unserer Voraussage. Dafür finden 
sich im C-terminalen Teil die Aminosäuren RF, die in einer der Datenbanksequenzen 
fehlen. Trotz eines Basenaustauschs, der einen Aminosäurenaustausch nach sich zog 
(K173T), war die Klonierung dieses Homologs erfolgreich, und die cDNA des Gens 
stand für weitere Untersuchungen zur Verfügung. 
5.9.2 Spezifische Antikörper gegen Alb3 und sein Homolog 
Abbildung 23 zeigt, dass die Homologie zwischen Alb3 und seinem Homolog sehr 
ausgeprägt ist. Sie liegt im zentralen Bereich (AS 120-359 für Alb3, AS 104-343 für 
Hom3) bei 78% Identität und 88% Ähnlichkeit. Auch im Bereich des ersten 
N-terminalen stromalen loops, der als Antigen für die Alb3-Antikörper diente, ist die 
Homologie sehr ausgeprägt (Abbildung 23, grün unterlegt). Daher ist es wahrscheinlich, 
dass der Antikörper sowohl mit Alb3 als auch mit dem Hom3 reagiert. Um die 
homologen Proteine im Westernblot zu unterscheiden, wurden anhand des Sequenz-
vergleichs Peptide gesucht, die möglichst stark divergierten, um als Antigene für 
spezifische Antikörper gegen die Homologe zu dienen. Diese Peptide fanden sich, 
aufgrund der großen Sequenzhomologie im zentralen Bereich, erst im stromalen 
C-Terminus (Abbildung 23, gelb unterlegt). Die Synthese der Peptide, ihre Kopplung an 
KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin), um die nötige Größe für ein Antigen zu erreichen, 
und die Immunisierung der Kaninchen erfolgte durch die Firma Seqlab (Göttingen). Die 
Sera wurden zunächst an verdünnten Peptiden im Dotblot-Verfahren getestet 
(Abbildung 24). Nur die Seren 304 (αAlb3) und 306 (αHom3) zeigten dabei die 
gewünschte Spezifität. Parallel wurden die Sera an Thylakoidmembranproteinen, die 
über SDS-PAGE aufgetrennt waren, in einer Immunoblot-Analyse getestet. Dabei 
detektierte nur Serum 306, gerichtet gegen Hom3, eine Bande in der richtigen 
Größenordnung (ohne Abbildung).  
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Alb3   56 FSLNEIPPFHGLDSSVDIGAIFTRAESLLYTIADAAVVG--ADSVVTTDSSAVQKSGGWF
Hom3   46 --------AQLGFRPDSFDFIKDHAENLLYTIADAAVSSSETFESVAGTTTKTTQSNDWF
Alb3  114 GFISDAMELVLKILKDGLSAVHVPYAYGFAIILLTIIVKAATYPLTKQQVESTLAMQNLQ
Hom3   98 SGIANYMETILKVLKDGLSTVHVPYSYGFAIILLTVLVKAATFPLTKKQVESAMAMKSLT
Alb3  174 PKIKAIQQRYAGNQERIQLETSRLYKQAGVNPLAGCLPTLATIPVWIGLYQALSNVANEG
Hom3  158 PQIKAIQERYAGDQEKIQLETARLYKLAGINPLAGCLPTLATIPVWIGLYRALSNVADEG
Alb3  234 LFTEGFFWIPSLGGPTSIAARQSGSGISWLFPFVDGHPPLGWYDTVAYLVLPVLLIASQY
Hom3  218 LLTEGFFWIPSLAGPTTVAARQNGSGISWLFPFIEGHPPLGWPDTLAYLVLPLLLVFSQY
Alb3  294 VSMEIMKPPQTDDPAQKNTLLVFKFLPLMIGYFALSVPSGLSIYWLTNNVLSTAQQVYLR
Hom3  278 LSIQIMQSSQSNDPAMKSSQAVTKLLPLMIGYFALSVPSGLSLYWLTNNILSTAQQVWLQ
Alb3  354 KLGGAKPNMDENASKIISAG---------------------------RAKRSIAQPDDAG
Hom3  338 KYGGAKNPVEKFTNLVTKEDKTQQIEKSFSEPLVQKSVSELKIPREKGGEKVTPECPKPG
Alb3  387 ERFRQLKEQEKRSKKNK--------AVAKDTVELVEESQSESEEGSDDEEEEAREGALAS
Hom3  398 ERFRLLKEQEAKRRREKEERQKAEAALSNQNTDKAHEQDEKSDTAIVAEDDKKTELSAVD
Alb3  439 STTSKPLPEVGQRRSKRSKRKRTV------------------
Hom3  458 ETSDGTVAVNGKPSIQKDETTNGTFGIGHDTEQQHSHETEKR
 
Abbildung 23: Design der Antikörper gegen Alb3 und Hom3 
Gezeigt ist ein Vergleich der Aminosäuresequenzen von Alb3 und Hom3. Identische 
Aminosäuren sind rot gekennzeichnet, ähnliche blau. Die Transmembrandomänen nach 
TMpred-Vorhersage9 sind grau unterlegt. Grün kennzeichnet das antigene Peptid, das für die 
Sera 2505 und 4273 gegen Alb3 (siehe auch Abschnitt 5.2) verwendet wurde. Aufgrund der 
hohen Sequenzhomologie der beiden Proteine wurden neue Peptide ausgesucht, um Antikörper 
herzustellen, die spezifisch nur eines der beiden Proteine erkennen sollten (gelb unterlegt). Der 
extreme C-Terminus (pink hinterlegt) fehlt bei der Proteinbiosynthese vom in vitro 
Transkriptions-/Translationsvektor pSS aus klonierungstechnischen Gründen (siehe auch 
4.11.12.5). Die als His-Tag überexprimierten C-Termini der Proteine (siehe 5.9.2) sind hellblau 
hinterlegt. 
                                                 
9
 www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html, siehe auch Hofmann K, Stoffel W. 1993. TMbase - 
A database of membrane spanning protein segments. Biol. Chem. Hoppe - Seyler 374: 166 
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Abbildung 24: Serumtest an den antigenen Peptiden im Dotblot-Verfahren 
Die antigenen Peptide wurden zur Immunisierung von Kaninchen verwendet (αAlb3: 
Kaninchen 303 und 304, αHom3: Kaninchen 305 und 306). Von den Peptiden wurden 
Verdünnungsreihen hergestellt und auf Nitrocellusomembranen getupft und getrocknet. Die 
Kaninchenseren wurden anschließend bei einer Immundetektion an den Membranen eingesetzt, 
um die Spezifität der gebildeten Antikörper zu prüfen. Lediglich die Seren 304 und 306 zeigen 
die gewünschte Spezifität. 
In einem nächsten Testschritt wurde das Hom3-Vorläuferprotein (ohne den extremen 
C-Terminus, siehe auch Abbildung 23 und 4.11.12.5) vom Vektor pSS in vitro 
transkribiert und mittels wheat germ System translatiert, um das Serum gegen das 
Translationsprodukt zu testen (Abbildung 25). Die Translation erfolgte einmal 
radioaktiv mit 35S-Methionin (linke Spur) und einmal nichtradioaktiv (mittlere Spur). 
Als Negativkontrolle diente dabei eine wheat germ Translations-Reaktion ohne HOM3-
mRNA. Die nicht radioaktive Hälfte des Gels wurde im Immunoblot mit Serum 306 
behandelt. Dabei zeigte sich, dass Serum 306 Hom3 nicht detektierte (Abbildung 25). 
Um sicher zu gehen, dass die Antikörper nicht doch funktional und nur zu wenig 
sensitiv waren, wurden in einem S-Block Projekt von Rebecca Hermkes die stromalen 
C-Termini von Alb3 (AS 343-462) bzw. Hom3 (AS 330-494) in E. coli als His-tag-
Proteine überexprimiert, durch Ni-NTA-Chromatographie gereinigt und mittels 
Immunoblot auf eine Reaktion mit den Seren getestet. Die überexprimierten C-Termini 
von Alb3 und Hom3 wurden durch die entsprechenden Seren nicht erkannt (Daten nicht 
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gezeigt). Zusammenfassend ist festzuhalten, dass kein spezifisch gegen Alb3 oder 
Hom3 gerichteter Antikörper produziert werden konnte. 
Tr
an
sl
at
io
n
(35
S)
M
ar
ke
r
Tr
an
sl
at
io
n
(ka
lt)
w
he
at
ge
rm
pHom3
[kD]
200
130
85
42
Serum 306
 
Abbildung 25: Expression von radioaktiv markiertem Hom3 als Kontrolle des Serumtests 
Das Precursor-Protein von Homolog 3 (pHom3, mit chloroplastidärem Transit-Peptid) wurde in 
Anwesenheit von 35S-Methionin (linke Spur) und nichtradioaktivem Methionin (Mitte) in vitro 
translatiert. Die Reaktionen wurden einer SDS-PAGE unterworfen. Der radioaktive Teil des 
Gels wurde getrocknet und auf einem Film exponiert. Der nichtradioaktive Teil des Gels wurde 
einem Western-Blotting mit nachfolgender Immunoblot-Analyse mittels Serum 306 unterzogen. 
Für das radioaktiv markierte Hom3 findet sich keine äquivalente Bande, die durch Serum 306 
nachgewiesen wird. Serum 306 reagiert lediglich unspezifisch mit Proteinen des wheat germ 
Systems, die auch in der Negativkontrolle (wheat germ ohne HOM3-mRNA) zu sehen sind. 
5.9.3 Expressionsanalyse mittels RT-PCR 
Je nach Funktion der Genprodukte werden Gene unterschiedlich exprimiert. Umgekehrt 
lassen sich durch Informationen über Zeitpunkt, Ausmaß und Gewebe der 
Genexpression Rückschlüsse auf die Funktion eines Genes ziehen. Bei homologen 
Proteinen ist es vor allem interessant, zu wissen, ob die Expression ihrer Gene 
gekoppelt ist, oder ob sie sich ergänzt, die Genprodukte also zu unterschiedlichen Zeiten 
oder in unterschiedlichen Geweben möglicherweise äquivalente Aufgaben erfüllen. Um 
das Expressionsmuster von HOM3 im Vergleich zu ALB3 zu untersuchen, wurden 
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zunächst Northernblots mit dem DIG-System durchgeführt. Dabei gelang es nicht, die 
mRNAs nachzuweisen. 
ALB3 ATGGCGAGAGTTCTAGTCTCGTCTCCATCTTCATTCTTCGGTTCACCGTTGATTAAACCG
HOM3 ------------------ATGTCTTCAACAATATCCCTAAAGCCGACGCACCTTATCCTC
ALB3 TCGTCATCTCTCCGTCACAGTGGAGTAGGAGGAGGAGGAACCGCTCAATTTCTTCCATAC
HOM3 TCCTC-TTTCTCCAC-----------------AGGCAAAGTCCTCCAATTCCGCCGCTCC
ALB3 CGGAGTAATAATA-ACAAAC-TCTTCACTACTTCAACCACCGTACGATT-CAGCTTAAAC
HOM3 CGTTTCAGCCACACACCGTCGTCGTCGTCGTCTCG-TTATCGGACTCTCGTAGCTCAACT
ALB3 GAGATTCCTCCTTTCCATGGCTTGGATTCATCTGTAGACATCGGAGCGATTTTCACCAGA
HOM3 CGGGTTC-----------AGACCAGATTCTTTTGATTTCATCAAGG--------ACCAT-
ALB3 GCTGAATCTCTTCTCTATACAATAGCTGACGCCGCCGTTGTTGGTGCTGATTCCGTCGTA
HOM3 GCCGAGAATCTGCTGTACACGATCGCTGATGCCGCCGTTTCGTCCTCTGAAACCTTTGAA
ALB3 ACTA---CTGATTCATCCGCCGTGCAGA---AGAGTGGTGGTTGGTTTGGTTTTATCTCC
HOM3 TCTGTCGCCGGCACTACTACCAAAACGACCCAGAGCAATGATTGGTTCTCTGGTATTGCT
ALB3 GATGCTATGGAATTGGTTCTTAAGATTTTGAAGGATGGATTATCAGCGGTTCATGTACCT
HOM3 AATTACATGGAAACTATTCTCAAGGTTTTGAAAGATGGGTTATCAACTGTACATGTTCCT
ALB3 TATGCTTATGGATTTGCGATTATCTTGCTTACGATTATCGTCAAAGCAGCGACGTATCCT
HOM3 TATTCCTATGGTTTCGCTATCATTCTATTGACTGTGCTTGTTAAGGCTGCTACGTTCCCA
ALB3 TTGACTAAGCAACAGGTTGAATCAACACTAGCGATGCAAAATCTTCAACCGAAAATCAAA
HOM3 TTGACGAAAAAACAGGTTGAATCTGCCATGGCTATGAAATCTTTGACGCCTCAAATAAAG
 
Abbildung 26: Primer für die Expressionsanalyse von HOM3 und ALB3 
Das Alignment zeigt einen Vergleich der DNA-Sequenzen von ALB3 und HOM3. Identische 
Basen sind schwarz dargestellt. Zur Analyse des Expressionsmusters von HOM3 wurden für die 
forward Primer möglichst unterschiedliche Sequenzabschnitte gewählt, um eine spezifische 
Amplifizierung der Homologen zu erreichen (gelb: ALB3; orange: HOM3). 
Als alternative Methode wurde die RT-PCR gewählt, um auf exprimierte ALB3- und 
HOM3-mRNA zu prüfen. Quantitative Aussagen lassen sich bei dieser Methode nur 
treffen, wenn die Produktmenge unter Real Time-PCR-Bedingungen durchgeführt wird. 
Dabei wird die gebildete Produktmenge für alle Reaktionszeitpunkte über einen DNA-
Leuchtmarker dokumentiert. In einem Zeitfenster, in dem die DNA-Menge linear 
wächst, kann eine Extrapolation auf die Ausgangsmenge vorgenommen werden. Für 
diesen empfindlichen Prozess sollten die Fragmente eine bestimmte Größenordnung 
besitzen, um eine stabile Reaktionskinetik zu gewährleisten. Daher wurden die Primer 
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nicht gegen die Volllängen-mRNA gerichtet, sondern gegen kürzere Fragmente 
(Abbildung 26). Dabei wurden die forward-Primer gegen Sequenzbereiche von ALB3 
und HOM3 generiert, die stark voneinander differierten, um so eine hohe Spezifität zu 
erreichen. Der reverse-Primer war für beide Homologe derselbe (grün). Die Sequenzen 
der Primer wurden durch Nukleotid-Nukleotid-BLAST-Suche (für sehr kleine 
Fragmente mit hoher Übereinstimmung) gegen das A. thaliana-Genom überprüft. 
Demnach sollten die Primer für ALB3 und HOM3 spezifisch sein. Zunächst sollten die 
Reaktionsbedingungen an einer RT-PCR mit A. thaliana-Blatt RNA optimiert werden. 
A. thaliana-Blatt-RNA war bereits bei der Amplifizierung der Volllängen-cDNA 
sowohl des ALB3 als auch des HOM3 erfolgreich als Template verwendet worden. Das 
RT-PCR-Produkt für HOM3 lag mit etwa 400 bp in der erwarteten Größenordnung 
(berechnet: 401 bp), während das Fragment für ALB3 zu klein ausfiel. Eine 
Sequenzierung ergab, dass es sich bei keinem der RT-PCR-Produkte um Fragmente von 
ALB3 oder HOM3 handelte. Auch unter variierten PCR-Bedingungen konnten die 
gewünschten Fragmente nicht amplifiziert werden. Die Primer waren für eine 
Expressionsanalyse somit ungeeignet. 
5.9.3.1 Klonierung des HOM3-Promotors 
Da der Versuch einer Expressionsanalyse bislang erfolglos blieb, soll als nächstes eine 
in vivo-Promotor-Studie durchgeführt werden. In diesem Fall soll der Promotor von 
HOM3 die Expression der β-Glucuronidase kontrollieren, welche sich durch Katalyse 
einer Farbreaktion (Spaltung von 4-Methylumbelliferyl-β-D-Glucuronid, MUG) als 
Marker verwenden lässt. Als erster Schritt dazu wurde ein 1500 bp großes Fragment 
kloniert (siehe 4.11.12.6), das vor dem HOM3-Gen liegt, und laut PlantCARE10 
zahlreiche cis-acting regulatory elements enthält. Als Template diente die genomische 
DNA von A. thaliana in dem Bac-Klon F21J9. Die Klonierung des Fragments in den 
Transformationsvektor für eine A. tumefaciens-Transformation von A. thaliana ist der 
aktuelle Arbeitsschritt dieses Teilprojekts. 
                                                 
10
 intra.psb.ugent.be:8080/PlantCARE, Ibid. 
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5.9.4 Lokalisation von Hom3 
ChloroP sagt für Hom3 eine chloroplastidäre Transitsequenz voraus. Um die 
Lokalisation von Hom3 im Chloroplasten zu überprüfen, wurde die HOM3-cDNA 
zunächst in den Transkriptions-/Translationsvektor pSS kloniert, um radioaktiv 
markierte Translationsprodukte für Import-Assays zu synthetisieren.  
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Abbildung 27: Hom3 ist in Chloroplasten lokalisiert 
Die cDNA für HOM3 ohne den extremen C-Terminus, aber mit der Antikörperbindestelle (siehe 
auch Abbildung 23 und 4.11.12.5) wurde in den in vitro Transkriptions-/Translationsvektor pSS 
kloniert. Hom3 wurde unter Verwendung von 35S-Methionin im wheat germ System in vitro als 
precursor-Protein (pHom3) synthetisiert. Der precursor wurde mit importfähigen Chloroplasten 
aus Erbsengrün (siehe 4.13.3 und 4.13.4) inkubiert. In den Chloroplasten importierte precursor-
Proteine werden prozessiert: durch Proteolyse wird das Transitpeptid abgespalten und das 
Molekulargewicht des Proteins verringert sich (mHom3). In Spur 2 ist zu sehen, dass ein Teil 
des Proteins importiert wurde (untere Bande), während ein Teil des Proteins zwar an den 
Chloroplasten gebunden, jedoch nicht importiert wurde. Dieses konnte durch 
Thermolysinverdau abgebaut werden (Spuren 4 und 5). Ein Teil der Chloroplasten wurde 
lysiert, die Thylakoidmembranen durch Zentrifugation gesammelt (Spuren 3 und 5). Spur 1 
zeigt als Kontrolle das pHom3-Translationsprodukt. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE 
aufgetrennt und die Radioaktivität auf Film detektiert. 
Aus klonierungstechnischen Gründen wurde die Proteinsequenz dabei C-terminal um 
acht Aminosäuren verkürzt (siehe auch Abbildung 23 und 4.11.12.5). Der Vektor pSS 
erlaubt eine in vitro Transkription mit SP6-Polymerase. Die entstandene mRNA wurde 
mit dem wheat germ System ebenfalls in vitro translatiert. Durch Verwendung von 35S-
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Methionin wurde ein radioaktiv markiertes Translationsprodukt erhalten (Abbildung 27, 
Spur 1). Der Import des radioaktiven precursor-Proteins Hom3 (pHom3) in Erbsen-
Chloroplasten erfolgte nach Protokollen, die freundlicherweise von E. Schleiff11 zur 
Verfügung gestellt wurden. Wird das pHom3 importiert, spaltet eine stromale Peptidase 
die Transitsequenz ab, und nach SDS-PAGE sollte das kleinere, prozessierte Protein 
erkennbar sein. Um sicherzugehen, dass das kleinere Fragment ein importiertes, 
prozessiertes Protein und nicht ein unspezifisches Abbauprodukt darstellt, werden 
Kontrollreaktionen mit Thermolysin verdaut. Die Protease baut alle Proteine außerhalb 
der Chloroplasten ab, kann aber die Membran nicht durchdringen, so dass importierte 
Proteine in intakten Chloroplasten geschützt sind. Abbildung 27 zeigt, dass pHom3 
tatsächlich in die Chloroplasten importiert wurde. Spur 2 zeigt die Proteine nach einer 
Import-Reaktion. Ein Teil des pHom3 wurde importiert und prozessiert. Spur 4 zeigt die 
entsprechende Kontrollreaktion nach einem Thermolysinverdau. Das nicht importierte 
pHom3 wurde komplett verdaut, nur das durch die Chloroplastenmembran geschützte, 
prozessierte Hom3 (mHom3) ist noch vorhanden. Ein Teil der Chloroplasten wurde 
nach dem Thermolysinverdau lysiert. Die Membranen wurden durch Zentrifugation 
gesammelt und ebenfalls analysiert (Abbildung 27, Spuren 3 und 5). Dabei ist zu 
erkennen, dass zumindest ein Teil des Hom3 nicht nur in den Chloroplasten importiert 
wurde, sondern auch in der chloroplastidären Membranfraktion lokalisiert ist. 
 
                                                 
11
 Botanisches Institut I, Ludwig Maximilian-Universität München 
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6 Diskussion 
6.1 Alb3 
Alb3 gehört zur Oxa1-Membranprotein-Familie. Die Mitglieder dieser Familie (Alb3 in 
den Thylakoidmembranen der Chloroplasten, Oxa1p in der inneren Mitochondrien-
membran und das YidC-Protein in der Plasmamembran der Eubakterien) spielen eine 
Rolle bei der Integration von Proteinen in die jeweiligen Membranen (Hell et al 2001, 
Luirink et al 2001, Moore et al 2000, Samuelson et al 2000). Das am besten 
charakterisierte prokaryotische Protein, YidC, stammt aus dem E. coli System und ist 
essentiell für die Integration von Proteinen in ihre Membranen (Chen et al 2002b, 
Samuelson et al 2000). Es existieren mindestens zwei verschiedene YidC-abhängige 
Integrationswege. Bei einem dieser beiden Integrationswege existiert ein Zusammen-
spiel von YidC und Sec-Translokase (Beck et al 2001, Samuelson et al 2000, Scotti et al 
2000, Urbanus et al 2001). Die Sec-Translokase, die üblicherweise Proteine ins 
Periplasma sekretiert, ist auch an der Integration von Membranproteinen beteiligt. Man 
vermutet, dass YidC einen lateralen Austritt der Transmembran-Domänen aus der Sec-
Translokase in die Membran ermöglicht. Dabei scheint YidC auch die Rolle eines 
Chaperons zuzukommen. Nachweislich kann es mehrere Transmembran-Domänen 
multi-membranspannender Proteine gleichzeitig binden (Beck et al 2001, Koch & 
Muller 2000). Es ermöglicht so vermutlich die Ausbildung der biologisch funktionalen 
Konformationen der Substrate in der Membran. Dieser Prozess wird durch ein 
vorhandenes Membranpotential begünstigt. Neben diesem YidC- und sec-abhängigen 
Mechanismus sind auch Fälle bekannt, in denen Proteine, unabhängig von der Sec-
Translokase, aber absolut YidC-abhängig, in die Membran integriert wurden 
(Samuelson et al 2000). Dies stellt offenbar einen weiteren Weg der YidC-vermittelten 
Integration von Proteinen in die Plasmamembran dar. Dieser könnte sich analog zur 
Integration von Proteinen in die innere Mitochondrienmembran mittels Oxa1p erweisen. 
Im mitochondrialen Transport ist bis heute keine Sec-Translokase bekannt. Die bisher 
sequenzierten Genome liefern ebenfalls keinen Hinweis auf das Vorhandensein von 
Sec-homologen Komponenten in der mitochondrialen Membran. Ein sec-abhängiger 
Integrationsmechanismus ist also für Oxa1p nicht gegeben (Glick & von Heijne 1996). 
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Es ist bekannt, dass sich das Membranpotential an der inneren Mitochondrienmembran 
positiv auf die Oxa1p-abhängige Integration von Proteinen in die Membran auswirkt 
(Rojo et al 1999, Rojo et al 1995). Oxa1p spielt bei der Integration von naszenten, 
mitochondrial codierten Proteinen und bei der posttranslationalen Integration von 
nuklear codierten Proteinen gleichermaßen eine Rolle (Hell et al 1998, Hell et al 2001). 
Das integrale Thylakoidmembran-Protein Alb3 ist in vitro an der Integration einiger 
Mitglieder der LHCP-Familie (Lhcb1, Lhcb4.1, Lhcb5 und Lhca1) in die 
Thylakoidmembran beteiligt (DeLille et al 2000, Moore et al 2000, Tu et al 2000, 
Woolhead et al 2001). Die Aufgabe, die Alb3 hierbei übernimmt, ist noch unbekannt. 
Alb3 kann das YidC-Protein in E. coli funktional ersetzten, sowohl bei sec-abhängiger, 
als auch bei sec-unabhängiger Integration (Jiang et al 2002, Moore et al 2002). Alb3 
und YidC scheinen die Integration von Proteinen in die Membran über homologe 
Mechanismen zu vermitteln. Daher kann eine funktionale Zusammenarbeit von Alb3 
und cpSec-Translokase nicht von vorne herein ausgeschlossen werden. Grundlegender 
als die Frage einer Zusammenarbeit war aber zunächst die Frage, in welcher Form Alb3 
in der Membran überhaupt vorliegt. 
6.1.1 Alb3 ist Bestandteil von höhermolekularen Komplexen 
Um den oligomeren Zustand von nativem Alb3 zu untersuchen, wurden die Komplexe 
in GPC-Experimenten nach Größe aufgetrennt. Alb3 wurde anschließend durch 
Immundetektion als Teil eines oligomeren Komplexes von etwa 180 kD nachgewiesen. 
Nach Auftrennung in Blue Native Gelen wurden verschiedene Komplexe mit Größen 
bis zu 700 kD mittels anti-Alb3-Antikörper detektiert. Monomeres Alb3 wurde in 
diesen Experimenten nicht gefunden, sein Vorkommen kann jedoch nicht mit Sicherheit 
ausgeschlossen werden. Dies ist in den verwendeten Methoden begründet. Bei der GPC 
wird die Probe in einem großen Volumen an Laufmittel verdünnt, und ein Masseverlust 
durch Adsorbtion an der Säule kann nie ganz unterbunden werden. Spezies, die 
lediglich in niedrigen Konzentrationen vorliegen, könnten hierbei unter die 
Nachweisgrenze verdünnt werden (vergleiche hierzu auch den 180 kD-Komplex der 
GPC mit der Vielzahl nachgewiesener Komplexe in den Blue Native Gelen, Abbildung 
15). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Konzentration an monomerem Alb3 
unterhalb der Nachweisgrenze lag. Dagegen erfolgte die Auftrennung der Protein-
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komplexe in den Blue Native Gelen mit hoher Auflösung und großer Sensitivität. So 
sind hier mehrere Komplexe unterschiedlicher Größe zu sehen, während nach der GPC 
lediglich der Komplex nachgewiesen werden kann, der im Blue Native als stärkste 
Bande erscheint. Zentraler Bestandteil der Blue Native Methode ist jedoch die 
Verwendung von Coomassie Blau-Farbstoff. Dieser lagert sich an die Proteinkomplexe 
an. Er überdeckt so deren Eigenladung mit einer Ladungsmenge, die proportional zur 
Kompexoberfläche und somit der Komplexgröße ist. Dies ist die Voraussetzung für die 
Größenaufspaltung der Proteinkomplexe. Gleichzeitig stört dieser Farbstoff jedoch aus 
genau diesem Grunde massiv den selektiven Nachweis von Proteinen durch 
Immundetektion. Da die Oberflächen der Komplexe mit dem Farbstoff bedeckt sind, ist 
die Antikörperbindung stark beeinträchtigt. Daher besteht die Notwendigkeit, den 
Farbstoff vor der Immundetektion zu entfernen. Der Großteil des Farbstoffs wurde bei 
den hier gezeigten Experimenten durch Prä-Blotting entfernt. Diese kurzen Blotting-
Vorgänge übertrugen den Farbstoff auf Membranen, die dann verworfen wurden. Zum 
anschließenden Blotting der Proteinkomplexe waren wesentlich längere Blotting-
Prozeduren nötig. Es kann hier aber nicht völlig ausgeschlossen werden, dass ein 
eventuell vorhandenes 45 kD-Monomer bei diesem Prä-Blotting bereits aus dem Gel 
entfernt wurde. Auch wenn hier die Existenz eines Monomers nicht mit Sicherheit 
ausgeschlossen werden konnte, so wurde doch gezeigt, dass Alb3 in nativem Zustand in 
diversen Komplexen unterschiedlicher Größe vorliegt, oder aber in einem System 
dynamischer Komplexe. 
Dies passt gut zu den Oligomerisierungsdaten der anderen bekannten Homologe, die 
ebenfalls hochmolekulare Komplexe bilden. So lässt sich in GPC-Experimenten mit 
lysierten N. crassa Mitochondrien ein hochmolekularer Komplex detektieren, der 
ausschließlich aus Oxa1p besteht. Ein Vergleich der Molekulargewichte des Komplexes 
und des Oxa1-Proteins lässt vermuten, dass Oxa1p ein Homotetramer bildet (Nargang et 
al 2002). Es ist jedoch ungeklärt, ob dieses Tetramer eine funktionale Bedeutung hat. 
Auch YidC bildet Komplexe. Überexprimiertes YidC wurde nicht nur als Monomer, 
sondern auch als Dimer isoliert (van der Laan et al 2001). Außerdem kann YidC mit 
Sec-Translokase-Komponenten aufgereinigt werden (Nouwen & Driessen 2002, Scotti 
et al 2000). Für Alb3 lagen zu Beginn dieser Arbeit noch keine derartigen 
Untersuchungen vor. Mittlerweile konnte in einer Studie an Chlamydomonas reinhardtii 
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Alb3.1 mit einem Hemagglutinin-Tag (HA-Tag) in zwei unterschiedlichen Komplexen 
aus Sucrose-Gradienten isoliert werden (Bellafiore et al 2002). Der kleinere Komplex 
hatte eine Größe von 60-80 kD und cofraktionierte mit LHCII. Der größere der beiden 
Komplexe lag bei 600-700 kD und wurde noch nicht weiter charakterisiert. 
6.1.2 Alb3 assoziiert mit cpSecY 
GPC-Experimente und Blue Native Gele gaben lediglich Hinweise auf eine mögliche 
Assoziation von Alb3 und cpSecY. Durch Coimmunpräzipitation und Cross-Linking-
Experimente, sowie mittels der Immun-Colokalisation unter dem Elektronenmikroskop, 
konnte klar gezeigt werden, dass Alb3 mit der cpSecY-Translokase assoziiert ist. In den 
Coimmunpräzipitations-Experimenten wurde Alb3 zusammen mit cpSecY mit den 
Antikörpern gegen cpSecY präzipitiert. Umgekehrt ließ sich cpSecY zusammen mit 
Alb3 durch Antikörper gegen Alb3 präzipitieren. Das Ausmaß dieser Coimmun-
präzipitation war jedoch nicht besonders stark. Durch DSS-Cross-Linking konnte eine 
Assoziation von Alb3 und cpSecY aber ebenfalls nachgewiesen werden. Cross-Linking-
Produkte, in der Größenordnung der Summe der Molekulargewichte der beiden 
Proteine, wurden mit Antikörpern gegen cpSecY präzipitiert. In den Präzipitaten ließ 
sich sowohl cpSecY als auch Alb3 nachweisen. Damit wurde gezeigt, dass das Cross-
Linking-Produkt tatsächlich aus den beiden Proteinen bestand. Die 
elektronenmikroskopische Untersuchung von doppelt Immunogold-markierten 
Thylakoidmembranen zeigte ebenfalls eine Assoziation von Alb3 mit cpSecY. Auch in 
diesem Fall ist keine definitive Aussage darüber möglich, in welchem Ausmaß Alb3 
und cpSecY colokalisieren. Zwar waren alle cpSecY-Goldpartikel mit Alb3-
Goldmarkern assoziiert, aber es fand sich auch ein signifikanter Anteil an Alb3 ohne 
colokalisiertes cpSecY. Dabei könnte es sich jedoch auch um ein Artefakt handeln. Eine 
tiefer gehende Immunogold-Analyse, die dies klären würde, und die eine Aussage über 
das Ausmaß der Colokalisation treffen könnte, setzt die Titration der verwendeten 
Antikörpermengen voraus. Das hieße in diesem Fall, dass die Mengen an verwendeten 
goldmarkierten Antikörpern sukzessive erhöht werden müsste, um sicherzustellen, dass 
für jedes Antigen ein Marker vorhanden ist. Nur dann ließe sich eine Aussage über das 
Ausmaß der Colokalisation treffen. Klar gezeigt werden konnte jedoch, dass zumindest 
ein Teil des Alb3 mit cpSecY assoziiert ist. Dies ist analog zu E. coli YidC, das mit 
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SecYEG aufgereinigt werden konnte, im Gegensatz zu den Translokasekomponenten 
SecD und SecF (Scotti et al 2000). Spätere Studien implizieren, dass YidC 
hauptsächlich über den SecDFYajC-Komplex an das SecYEG-Translokon gebunden ist 
(Nouwen & Driessen 2002). YidC wurde nur dann mit überexprimiertem SecYEG 
aufgereinigt, wenn auch SecDFYajC überexprimiert wurde (Nouwen & Driessen 2002, 
Scotti et al 2000). Nur im Falle einer Überexpression von SecDF wurde eine Erhöhung 
des Levels an chromosomal exprimiertem YidC beobachtet (Nouwen & Driessen 2002). 
Außerdem wurde beobachtet, dass Defekte des Proteintransports in secDF-Mutanten 
durch eine Überexpression von YidC behoben wurden (Nouwen & Driessen 2002). 
Daher wird die Interaktion SecYEG/YidC in E. coli anscheinend hauptsächlich über den 
SecDFYajC-Komplex vermittelt (Nouwen & Driessen 2002), Es konnte jedoch auch 
eine direkte Assoziation nachgewiesen werden (Scotti et al 2000), die im Falle der 
secDF-Mutanten mit YidC-Überexpression vermutlich zu Tragen kommt. Für das 
chloroplastidäre System finden sich keine SecDFYajC-Homologen in den Datenbanken. 
Daher könnte die direkte Assoziation von Alb3 und cpSecY eine ähnliche Wirkung 
vermitteln wie eine Assoziation von überexprimiertem YidC mit SecY in den secDF-
Mutanten. In diesem Zusammenhang wäre interessant zu untersuchen, ob sich das in der 
Immunogold-EM angedeutete Verhältnis von Alb3 zu cpSecY als korrekt erweist. 
Obwohl die Assoziation von Alb3 und cpSecY mittels unterschiedlicher Methoden 
gezeigt werden konnte, liegen keine Daten darüber vor, ob diese Assoziation eine 
funktionale Bedeutung hat. Alb3 ist vor allem an der posttranslationalen Integration von 
LHCP in die Thylakoidmembran beteiligt (Moore et al 2000). Frühere Experimente 
deuteten an, dass dieser Prozess sec-unabhängig vonstatten geht, da eine Präinkubation 
mit einem Antikörper gegen den extremen C-Terminus von cpSecY keinen Einfluss auf 
die Integration von LHCP zeigte (Mori et al 1999). Der C-Terminus von cpSecY 
vermittelt die Interaktion mit dem Motorprotein cpSecA. Eine cpSecA-unabhängige, 
cpSecY-abhängige Integration von LHCP in die Thylakoidmembran schien nicht 
ausgeschlossen. Kürzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass auch eine Kombination 
aus Anti-cpSecY und entsprechendem Anti-Rabbit IgG, welche eine bessere 
Abschirmung des cpSecY gewährleistet, eine LHCP-Integration nicht verhindert 
(Moore et al 2003).  
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Abbildung 28: Modell der SRP-Zielsteuerung in Thylakoiden 
CpSRP54 ist sowohl am posttranslationalen SRP-Weg zur Integration von kernkodiertem LHCP 
als auch am cotranslationalen SRP-Weg (Integration von plastidär codiertem D1) beteiligt. Es 
ist noch nicht geklärt, ob cpSec-assoziiertes Alb3 auch die sec-unabhängige LHCP-Integration 
vermittelt, oder ob Alb3 hierbei von der cpSec-Translokase dissoziiert vorliegt. Eine 
Beteiligung von cpFtsY an der Zielsteuerung des cotranslationalen cpSRP wurde noch nicht 
untersucht, ist in Analogie zum bakteriellen und eukariotischen System jedoch vorstellbar. 
Die Autoren selber schließen nicht aus, dass cpSecY gemeinsam mit Alb3 an der 
Integration von LHCP beteiligt ist, diese Möglichkeit ist allerdings sehr gering. Da auch 
hier cpSecY und Alb3 zusammen gefunden wurden, schlagen die Autoren eine 
gemeinsame Rolle der beiden Proteine bei der cotranslationalen Integration vor, 
während der posttranslationale Weg sec-unabhängig funktioniert (Moore et al 2003), 
siehe auch Abbildung 28. Diese Hypothese wird durch zwei Faktoren plausibel: 
einerseits verläuft die sec-abhängige Integration von Plasmamembran-Proteinen in 
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E. coli über den SRP/YidC-Weg ebenfalls cotranslational, und andererseits wurde 
gezeigt, dass auch ein SRP/YidC-Weg ohne Sec-Beteiligung für manche Proteine 
denkbar ist (Froderberg et al 2003). Neue Studien scheinen die Beteiligung von Alb3 
am cotranslationalen Weg experimentell zu untermauern. Klaas Jan van Wijk konnte 
Alb3 und cpSecYE mit ribosomenbehaftetem, naszierenden D1 aufreinigen (persönliche 
Kommunikation), und die Gruppe um Lutz Eichacker12 stellt eine Beteiligung von Alb3 
an der Assemblierung des D1-Proteins fest (persönliche Kommunikation). D1 ist ein 
Bestandteil von Photosystem II und wird cotranslational unter Beteiligung der cpSec-
Translokase in die Thylakoidmembran integriert (Zhang et al 2001). 
6.1.3 Unterschiedliche Alb3 pools? 
In Bezug auf die Frage nach diversen Alb3-pools unterschiedlichen 
Komplexierungsgrades und mit unterschiedlichen Funktionen konnten keine 
eindeutigen Ergebnisse erzielt werden. Die Blue Native Gele zeigten Alb3 in 
Komplexen verschiedener Größen. Sie lieferten jedoch keine Aussage darüber, ob diese 
Komplexe voneinander unabhängig sind, oder vielleicht die unterschiedlichen 
Komponenten eines flexiblen Komplexsystems darstellen. In den Immunogold-
Abbildungen war Alb3 zu erkennen, das nicht mit cpSecY assoziiert ist. Dies könnte 
das Vorhandensein eines Alb3-pools reflektieren, der von cpSecY unabhängig agiert, 
oder aber ein Artefakt darstellen, was durch weitere Untersuchungen geklärt werden 
müsste. Des Weiteren stellt sich die Frage, ob das Konzept unterschiedlicher pools 
überhaupt notwendig ist, oder ob Komponenten eines Komplexes auch 
komplexunabhängige Funktionen wahrnehmen können. Für YidC konnte gezeigt 
werden, dass es in der Zelle wesentlich häufiger vorkommt als die Sec-Translokase, mit 
der es isoliert wurde. Daraus schloss man, dass es auch „freies“ YidC geben müsste, das 
nicht mit der Sec-Translokase assoziiert ist. Dieses freie YidC könnte dann die sec-
unabhängige Proteinintegration in die Plasmamembran vermitteln könne (Urbanus et al 
2002). Bis heute gibt es keine weiteren Studien, die diese Hypothese stützen würden. 
Wohl aber deuten Untersuchungen darauf hin, dass die Beteiligung von YidC an der 
E. coli Sec-Translokase keine stöchiometrische sein muss, da bei einer Überexpression 
                                                 
12
 Botanisches Institut der Ludwig-Maximilians-Universität, München; Plant Cell in Vorbereitung 
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von YidC verstärktes Cross-Linking von YidC mit Substrat (Lep) beobachtet wurde 
(Samuelson et al 2000). Dies führt, konsequent weiter gedacht, zu einem höchst 
flexiblen Modell des Proteintransports sowie der Proteinintegration und -sekretion, in 
dem feste pathways nur noch bedingt eine Rolle spielen. Vielmehr werden darin 
vorhandene Komponenten wie Chaperone, Zielsteuerungsfaktoren und Translokasen 
vom einzelnen Protein spezifisch „angeheuert“: die Grenzen zwischen den 
Transportwegen scheinen weiter zu verwischen. Wir wissen heute schon, dass die Sec-
Translokase in E. coli nicht nur posttranslational von sekretorischen Proteinen über 
SecB angesteuert wird, sondern auch cotranslational von Membranproteinen über den 
SRP-Weg (Valent et al 1998). Selbst eine gemeinsame Zielsteuerung durch SecB und 
SRP ist neuerdings denkbar, falls das Protein es erforderlich macht (Froderberg et al 
2003). Und schließlich kann YidC, je nach Protein sowohl zusammen mit der Sec-
Translokase als auch ohne diese, zur Integration von Proteinen in die Plasmamembran 
beitragen. 
6.2 Hom3: Ein chloroplastidäres Homolog zu Alb3 in 
A. thaliana  
ALB3 ist ein single copy gene (Sundberg et al 1997). Computergestützte Analysen der 
Datenbanksequenzen des A. thaliana Genoms lassen jedoch homologe Proteine in der 
Pflanze vermuten (Yen et al 2001). Damit folgt A. thaliana einem aus den 
Sequenzierungsdaten ablesbarem Trend: Während alle Organismen mit durchgehend 
sequenziertem Genom mindestens ein Homolog der Oxa1-Familie besitzen, können 
Gram-positive Bakterien und Archaea auch zwei homologe Gene besitzen, Eukaryoten 
sogar bis zu sechs Homologe dieser Familie (Yen et al 2001). Im A. thaliana Genom 
werden sechs potentielle Mitglieder der Oxa1-Familie angezeigt (Yen et al 2001). Da 
alle bisher in Eukaryoten gefundenen Oxa1-Homologe prokaryotischen Ursprungs sind, 
wird auch für diese Homologe eine chloroplastidäre oder mitochondriale Lokalisation 
erwartet. Zwei der sechs homologen Proteine wurden bisher klassifiziert: zum einen das 
direkte, mitochondriale Oxa1-Homolog AtOXA1, und zum anderen das chloroplastidäre 
ALB3, das eine weitere Untergruppe der Oxa1-Familie definiert. Daneben werden noch 
vier weitere Homologe vorausgesagt (Tabelle 2). Ob diese putativen Proteine aufgrund 
ihrer Homologie redundante oder überlappende Funktionen in der Pflanze haben, oder 
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ob auch in Eukaryoten paraloge Gene existieren, und wie sich die Expressionsmuster 
dieser Gene unterscheiden, sind weitere interessante Fragestellungen. Antworten darauf 
könnten auch dabei helfen, die Rolle von Alb3 bei der Integration von Proteinen in die 
Thylakoidmembran besser zu verstehen. Daher wurde ein Homolog von ALB3, welches 
als HOM3 bezeichnet wurde, zur weiteren Untersuchung kloniert. 
6.2.1 Lokalisation von Hom3 
Die Analyse der putativen Proteinsequenz von Hom3 mit TargetP13 ergab eine hohe 
Wahrscheinlichkeit für ein chloroplastidäres Transitpeptid des Homologs. Um die in 
silico vorausgesagte chloroplastidäre Lokalisation von Hom3 zu verifizieren, wurde die 
cDNA mittels des wheat germ Systems in vitro transkribiert. Bei der anschließenden in 
vitro-Translation kam 35S-Methionin zum Einsatz. Somit standen für die Import-
Experimente in P. sativum Chloroplasten radioaktive precursor-Proteine zur 
Verfügung, die sich durch Autoradiographie dokumentieren ließen. Der Nachweis eines 
gelungenen Imports ist prinzipiell einfach. Die als precursor synthetisierten Proteine 
werden nach erfolgreichem Import in den Chloroplasten durch eine Signal-Peptidase 
von ihrem Transitpeptid befreit. Dadurch wird die molekulare Masse des Proteins weit 
genug herabgesetzt, um in SDS-PAGE-Gelen eine deutliche Trennung von precursor 
und gereiftem Protein erkennen zu lassen. Dies ist eine für kerncodierte chloroplastidäre 
Proteine mit Transit-Peptid etablierte Methode. Praktisch sind Import-Experimente 
anspruchsvoll, da in vitro alle Importbedingungen penibel rekonstruiert werden müssen, 
damit ein Import erfolgreich verläuft. Die durch die Abspaltung des Transitpeptids 
hervorgerufene Verringerung des Molekulargewichts der radioaktiven Proteine ließ sich 
in den durchgeführten Import-Experimenten sehr gut erkennen. Hom3 wird in den 
Chloroplasten importiert. Lysis-Experimente belegten weiter, dass das radioaktiv 
markierte Protein in der unlöslichen Membranfraktion detektiert werden konnte, was 
mit der Vorhersage eines chloroplastidären Membranproteins übereinstimmt. 
                                                 
13
 www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ Emanuelsson O, Nielsen H, Brunak S, von Heijne G. 2000. 
Predicting subcellular localization of proteins based on their N-terminal amino acid sequence. Journal of 
Molecular Biology 300: 1005-16 
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6.2.2 Struktur des Homologs 
Das Genom von A. thaliana ist zwar vollständig sequenziert und annotiert, jedoch 
beruht diese Annotation zum großen Teil auf nichtexperimentellen Vorhersagen. Für 
A. thaliana wurden 25.540 proteincodierende Gene annotiert. Bei einer Überprüfung 
von 10.507 Genen, für die eine Volllängen-cDNA vorlag, zeigte sich bei 32 % (3.336 
Genen), dass die Annotation fehlerhaft war (Yamada et al 2003). Die Proteinsequenzen 
in den Datenbanken sind häufig conceptual translations, d. h. in Abwesenheit von 
Daten auf Basis exprimierter RNA bzw. cDNA werden die durch Computer-
algorhythmen vorhergesagten ORFs (open reading frames) in silico translatiert. Im Fall 
von Hom3 liegen zwei Datenbankeinträge aus unterschiedlichen Quellen vor 
(Abbildung 29). Beide basieren auf genomischer DNA. Die Sequenzen der 
genomischen DNA lieferten fast identische Nukleotidsequenzen, die durch eine 
unterschiedliche in silico-Verarbeitung jedoch zwei sich unterscheidende ORFs und 
darauf basierend, zwei differierende Proteine hervorbrachten. Für die vorliegende 
Arbeit wurde als Grundlage die zuerst in die Datenbank gestellte Version des 
Arabidopsis Thaliana Genome Center gewählt (Datenbanksequenzen AC000103.2 und 
Q9FYL3). Für den berechneten ORF wird ein Protein vorausgesagt, das 72 % ähnlich 
und 55 % identisch zu Alb3 ist und ein chloroplastidäres targeting-Signal enthält 
(Tabelle 2). Die chloroplastidäre Lokalisation konnte durch Importexperimente in dieser 
Arbeit bestätigt werden. Eine zweite Version des Proteins wurde von TIGR (The 
Institute for Genomic Research) hinterlegt (Datenbanksequenz NM_102294). Der dafür 
berechnete ORF ist sehr viel größer, umfasst mehr als 1.000 AS, und nur der C-
terminale Teil dieses Proteins ist homolog zu Alb314 (Abbildung 29). Für dieses Protein 
wird allerdings von ChloroP kein chloroplastidäres Transitpeptid, sondern vielmehr ein 
Signalpeptid des Sekretionswegs vorausgesagt (ARAMEMNON 2.015). Mittlerweile 
wurde eine Arbeit veröffentlicht, die auf diesem ORF basiert (Fulgosi et al 2002).  
                                                 
14
 Das Arabidopsis Thaliana Genome Center sagt für diesen Bereich zwei ORFs voraus, HOM3 und 
einen weiteren Leserahmen stromaufwärts. (Abbildung 29) 
15
 www.aramemnon.botanik.uni-koeln.de  
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Abbildung 29: Verschiedene Leserahmen für das Alb3-Homolog 
Während TIGR (The Institute for Genomic Research) für den entsprechenden Bereich einen 
offenen Leserahmen annimmt (NM_102294, schwarz, 16 Exons (ARTEMIS)), werden vom 
Arabidopsis Thaliana Genome Center zwei offene Leserahmen für diesen Bereich vorhergesagt 
(F21J9.15, blau, 6 Exons und F21J9.16, rot, 10 Exons (HOM3)). Die Abbildung zeigt den 
Bereich, in dem sich die Voraussagen unterscheiden. Nicht dargestellte Bereiche sind identisch 
in Bezug auf die Lage der Exons und Introns. 
Die Autoren charakterisieren das Protein aufgrund von Sequenzvergleichen als 
trimodular. Demnach ist der N-terminale Abschnitt den Rezeptor-Domänen von 
Rezeptorprotein-Kinasen ähnlich. Der mittlere Abschnitt enthält einen ATP/GTP-
bindenden P-loop. Lediglich der C-terminale Abschnitt ist homolog zu Alb3. 
Antikörper gegen den Alb3-Abschnitt detektierten das Protein, entgegen der 
Voraussage eines Signalpeptids für den Sekretionsweg, in der inneren Chloroplasten-
membran, daher wurde es als ARTEMIS (Arabidopsis thaliana envelope membrane 
integrase) bezeichnet. Der einzige auf experimentellen Daten basierende 
Datenbankeintrag zu diesem Alb3-Homolog ist ein 3’-EST, das aus grünen 
Samenkapseln isoliert wurde (Datenbankeintrag AV556914). Es deckt lediglich das 
Ende des letzten Exons und einen 3’-untranslatierten Bereich ab, und leistet somit 
keinen Beitrag zum Aufschluss über die eigentliche Struktur. Fulgosi et al. nehmen an, 
dass es sich bei ARTEMIS um ein Fusionsprotein handelt, das im Zuge der 
Chloroplastenevolution entstanden ist (Fulgosi et al 2002). Bei einer BLASTn-Suche in 
den Datenbanken findet sich jedoch keine zu ARTEMIS homologe Sequenz, lediglich 
Homologe zur Rezeptor- oder zur Alb3-Domäne. Dies gilt auch für höhere Pflanzen, 
wie z.B. Oryza sativa, die ebenfalls ein ARTEMIS-Homolog besitzen müssten, wenn es 
im Zuge der Chloroplastenevolution entstanden wäre. Die Import-Experimente mit 
Hom3 in dieser Arbeit zeigen weiter, dass vor dem Alb3-Modul noch ein 
funktionsfähiges Transitpeptid für den chloroplastidären Import codiert wird. Eine 
Fusion im Rahmen der Chloroplastenevolution hätte wahrscheinlich die Zeit zu 
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Mutationen in diesem Bereich gegeben. Eine alternative Erklärung wäre vielleicht, dass 
zunächst eine gemeinsame RNA transkribiert wird, aus der durch alternatives Spleißen 
die mRNAs von zwei Proteinen entstehen. Dies könnte auch erklären, warum Fulgosi et 
al. durch eine Insertion in der Rezeptordomäne einen Phänotyp erhielten, der dem einer 
Synechocystis-Mutation im entsprechenden Alb3-Homolog ähnelt (Fulgosi et al 2002): 
Sollte durch die Insertion das Spleißen fehlschlagen, könnte kein Hom3 translatiert 
werden und somit läge eine hom3-Mutante vor. Vor diesem Hintergrund wären weitere 
Untersuchungen zur exakten Charakterisierung der Größe von RNA und Protein 
notwendig, um endgültig zu klären, wie der exakte Leserahmen dieses Proteins 
beschaffen ist. Die Größe der RNA ließe sich über Northern-Blotting bestimmen. Dies 
wurde im Rahmen der Arbeit sowohl mittels DIG- als auch mittels radioaktiv markierter 
Sonden versucht. Keine der beiden Methoden lieferte zuverlässige und spezifische 
Signale, die eine Identifizierung der gesuchten RNA erlaubten. Zur Detektion des 
Proteins sollte ein Antikörper gegen ein synthetisches Peptid aus Hom3 produziert 
werden. Durch Immuno-Blotting-Analyse von SDS-PAGE-separierten Pflanzen-
präparationen ließe sich dann eine Größenabschätzung des detektierten Proteins 
vornehmen. Da in keinem der beiden immunisierten Kaninchen ein Antikörper gebildet 
wurde, der überexprimiertes Hom3 erkannte, stand kein geeigneter Antikörper für diese 
Untersuchung zur Verfügung. 
6.3 Ausblick 
Die Zahl der bekannten Mitglieder der Oxa1-Familie ist mit Etablierung der Familie als 
solcher massiv angestiegen (Yen et al 2001). Computeranalysen der wachsenden Menge 
an sequenzierten Genen und Genomen erleichtern es, verwandte Gene in verschiedenen 
Organismen aufzufinden. Alle Organismen mit durchgehend sequenziertem Genom 
besitzen mindestens ein Homolog der Oxa1-Familie. Gram-positive Bakterien und 
Archaea können zwei Gene dieser Familie besitzen, Eukaryoten sogar bis zu sechs (Yen 
et al 2001). Es existieren sowohl homologe als auch paraloge Gene. Das Vorkommen 
paraloger Gene kann hilfreich sein, die Details ihrer Funktion aufzuklären. YidC, 
welches das einzige Gen der Oxa1-Familie in E. coli darstellt, ist für das Bakterium 
essentiell (Samuelson et al 2000). Dagegen benötigt Bacillus subtilis nur eines seiner 
Gene der Oxa1-Familie, SpoIIIJ oder YqiG (Murakami et al 2002). Beide Gene werden 
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vegetativ exprimiert, und die Genprodukte sind bezüglich ihrer essentiellen Rolle im 
Proteintransport redundant (Errington et al 1992, Murakami et al 2002, Tjalsma et al 
2003). Von SpoIIIJ, dem zuerst identifizierten Oxa1-Gen, war schon früh bekannt, dass 
es an der Sporulation von B. subtilis beteiligt ist, da spoIIIJ-Mutanten in Phase III der 
Sporulation arretieren (Errington et al 1992). Offensichtlich sind SpoIIIJ und YqiG 
Paraloge, die sich bezüglich ihrer Funktion bei der Sporulation unterscheiden. 
Synechocystis-Mutanten mit einem ähnlichen Phänotyp wurden kürzlich identifiziert 
(Fulgosi et al 2002). Die slr1471-Knockout-Mutanten zeigten eine veränderte 
Morphologie und bildeten tetramere oder hexamere Zellcluster, die offenbar in späten 
Teilungsstadien arretiert waren. Einen verwandten „Phänotyp“ zeigt auch eine 
A. thaliana-Mutante, die eine En-1 Transposon-Insertion im ART1 designierten 
Leserahmen trägt (siehe 6.2.2). Die Mutante weist keinen äußeren Phänotyp auf, zeigt 
jedoch eine veränderte Chloroplastenmorphologie. Die Chloroplasten sind anscheinend 
verdoppelt oder verdreifacht, jedoch nicht vollständig geteilt und unregelmäßig geformt 
(Fulgosi et al 2002). Diese Untergruppe der Oxa1-Familie ist offensichtlich in Teilungs-
prozesse prokaryotischen Ursprungs verwickelt. Es wird angenommen, dass die 
Proteine in Transportprozesse von sekretierten oder membranständigen Teilungs-
proteinen involviert sind (Fulgosi et al 2002). In diesem Zusammenhang ist interessant, 
dass E. coli YidC mit dem bakteriellen Teilungsprotein FtsQ interagiert (van der Laan 
et al 2001). Weiter konnte aber in Integrationsstudien an rekonstituierten Liposomen 
gezeigt werden, dass YidC für die stabile Integration von FtsQ in die Membran nicht 
benötigt wird. Vielmehr zeigte sich bei Überexpression sogar ein inhibitorischer Effekt, 
da FtsQ nicht in die Lipidschicht freigesetzt wurde (van der Laan et al 2004). Dies 
verführt zu der Vermutung, dass FtsQ von YidC zurückgehalten wird, bis es an seiner 
Bestimmungsstelle in der Membran mit den richtigen Partnern assembliert und 
freigesetzt wird. Damit würde die Funktion von YidC (und der an der Sporulation/ 
Teilung beteiligten Homologe) weg von einer Translokase/ Integrase und hin zu einem 
Chaperon oder einer Assemblierungsstelle tendieren. Trotz vieler Erkenntnisse über die 
Oxa1-Familie in den letzten Jahren, sind wir noch nicht in der Lage, den Mechanismus 
zu verstehen, mit dem ihre Mitglieder agieren. Ihre Existenz in verschiedenen 
„evolutionären Stadien“ und ihr Vorkommen als Paraloge geben aber die Chance zu 
studieren, in welchem Ausmaß die Paraloge in unterschiedlichen Organismen 
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überlappende und divergierende Eigenschaften besitzen, und welche dies sind. Hierzu 
wäre es hilfreich, Daten über die Funktion von Alb3.2 in Chlamydomonas reinhardtii 
zu bekommen. C. reinhardtii ∆alb3.1 Mutanten zeigen, dass Alb3.1 an 
Proteintransportprozessen zur Biogenese der Thylakoidmembran beteiligt ist, analog zu 
Alb3 in A. thaliana (Bellafiore et al 2002). Während die A. thaliana ∆alb3 Mutanten die 
Fähigkeit zum photoautotrophen Wachstum verloren haben (Sundberg et al 1997), 
zeigen die C. reinhardtii ∆alb3.1 Mutanten noch ein schwaches autotrophes Wachstum 
(Bellafiore et al 2002). Daher wäre es interessant zu erfahren, ob Alb3.2 an den 
Teilungsprozessen der Chloroplasten beteiligt ist, und trotzdem, analog SpoIIIJ in 
B. subtilis, seine Fähigkeiten in Bezug auf Proteintransport und –integration wenigstens 
teilweise erhalten hat. Eine spannende Fragestellung bleibt hierbei auch, wie die 
SpoIIIJ-Homologe die Teilungsfähigkeit von Prokaryoten bzw. Chloroplasten 
vermitteln. 
Für Alb3 verdichten sich die Hinweise, dass seine Assoziation mit der Sec-Translokase 
für den cotranslationalen, und nicht für den posttranslationalen, SRP-Weg von 
Bedeutung ist. Bisher ist eine Beteiligung von Alb3 nur für die Assemblierung des D1-
Proteins diskutiert worden. Im Chloroplasten werden aber noch weitere Proteine 
codiert, die cotranslational in die Membran integriert werden. Hier ein breites Spektrum 
an Kandidaten auf Alb3-Abhängigkeit zu testen, könnte zeigen, ob Alb3 generell bei der 
Integration von plastidär codierten Thylakoidmembranproteinen eine Rolle spielt. Des 
Weiteren gilt es zu klären, wie das Zusammenspiel von Alb3 und Sec-Translokase im 
Chloroplasten funktioniert. Neben der Rolle von Alb3 im cotranslationalen Transport 
muss auch die Funktion von Alb3 im posttranslationalen Transport noch weiter 
untersucht werden. Obwohl gezeigt wurde, dass Alb3 am posttranslationalen, sec-
unabhängigen Transport beteiligt ist und essentiell für die Lebensfähigkeit von 
A. thaliana ist, konnte die genaue Funktion von Alb3 noch nicht bestimmt werden. 
Herauszufinden, wie diese auf molekularem Niveau ausgeübt wird, bleibt daher noch 
eine interessante Herausforderung. 
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7 Zusammenfassung 
1. Als vorbereitende Arbeiten wurde die ALB3 cDNA kloniert, davon ausgehend 
ein antigenes Peptid als GST-Fusionsprotein exprimiert und zur Produktion von 
Antikörpern in Kaninchen verwendet. 
2. Verschiedene Detergenzien zur Solubilisierung von Membranproteinkomplexen 
wurden an Thylakoidmembranpräparaten getestet, und speziell das 
Solubilisierungsverhalten von cpSecY betrachtet. Dabei wurde mit Digitonin die 
beste und gleichzeitig schonendste Solubilisierung erreicht. Auch Dodecyl-β-D-
Maltosid eignete sich gut für die Lösung des cpSecY-Komplexes. Beide 
Detergenzien wurden für nachfolgende Experimente eingesetzt. 
3. In Gelpermeations-Chromatographie-Experimenten (GPC) wurden die aus den 
Thylakoidmembranen gelösten Proteinkomplexe nach ihrer Größe aufgetrennt. 
Durch SDS-PAGE der verschiedenen Fraktionen wurden die Komplexe 
denaturiert, wodurch die Einzelproteine nach Größe aufgetrennt werden 
konnten. Western-Blotting und Immundetektion mit Antikörpern gegen Alb3 
zeigten, dass Alb3 in einem höhermolekularen Komplex vorlag, der abhängig 
vom verwendeten Detergenz eine Größe von 160-200 kD aufwies. 
4. Durch den Einsatz von Antikörpern gegen cpSecY in den GPC-Experimenten 
wurde gezeigt, dass Alb3 und cpSecY cofraktionierten, d. h. in Komplexen 
gleicher Größe vorkommen. Dies lieferte einen ersten Hinweis darauf, dass Alb3 
und cpSecY möglicherweise im selben Komplex assoziiert sind. 
5. Durch Digitonin schonend aus der Thylakoidmembran herausgelöste 
Proteinkomplexe wurden in Blue Native Gelen nach Größe aufgetrennt. Nach 
Western-Blotting und Immundetektion mit Antikörpern gegen Alb3 sowie 
cpSecY zeigte sich, dass beide Proteine an Komplexen unterschiedlicher Größe 
von 120 bis ca. 700 kD beteiligt sind. Dabei lag der Schwerpunkt bei 
Komplexen um 160 kD, was die Ergebnisse der GPC stützt. 
6. Schonend aus der Membran solubilisierte Thylakoidmembran-Proteinkomplexe 
wurden mit Antikörpern gegen Alb3 bzw. cpSecY präzipitiert. Die Präzipitate 
wurden mittels Western-Blotting und Immundetektion analysiert. Dabei konnten 
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sowohl cpSecY mit Alb3 als auch Alb3 mit cpSecY coimmunpräzipitiert 
werden. Dies demonstrierte, dass Alb3 und cpSecY im selben Komplex 
assoziiert sind. 
7. Eine Reihe von Cross-Linkern wurde auf ihre Fähigkeit getestet, Alb3 und 
cpSecY in Präparationen intakter Thylakoide zu verbinden. Der 
homobifunktionale, aminoreaktive Cross-Linker DSS erzeugte eine 
Doppelbande bei 90 kD, die sowohl Alb3 als auch cpSecY enthielt, wie durch 
Western-Blotting und anschließender Immundetektion gezeigt werden konnte. 
Diese Experimente zeigten eindeutig, dass Alb3 mit dem cpSecY-Komplex 
assoziiert vorliegt. 
8. Eine zu ALB3 homologe cDNA (HOM3) konnte kloniert werden. In vitro-
Transkription und Translation der cDNA lieferten precursor-Proteine, die 
erfolgreich für Import-Experimente in intakte Chloroplasten eingesetzt wurden. 
Die für das Protein vorhergesagte chloroplastidäre Lokalisation konnte somit 
bestätigt werden. Eine Lyse der Chloroplasten zeigte, dass Hom3 in der 
Membranfraktion lokalisiert ist. 
9. Expressionsanalysen und Antikörperproduktion für das Homolog Hom3 
verliefen erfolglos. 
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9 Abkürzungen 
µE mikro-Einstein 
A. thaliana Arabidopsis thaliana 
A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens 
AA amino acid 
Ala Alanin 
alb albino 
APS Ammoniumpersulfat 
ARTEMIS Arabidopsis thaliana envelope membrane integrase 
AS Aminosäure 
ATP Adenosintriphsphat 
B. subtilis Bacillus subtilis 
BCA Bicinchoninsäure 
BS3 Bis(sulfosuccinimidyl)suberat 
BSA Rinder-Serumalbumin 
CAP Natrium-Diguanosintriphosphat 
cDNA complementary-DNA 
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propansulfonat 
cp chloroplastidär 
CTP Cytosintriphosphat 
DEPC Diethyldicarbonat 
DMP Dimethylpimelimidat 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Deoxyribonukleinsäure 
DSG Disuccinimidylglutarat 
DSS Disuccinimidylsuberat 
DTT Dithiothreitol 
E. coli Escherichia coli 
ECL enhanced chemiluminescence 
EDTA Ethylendinitrilotetraessigsäure 
Elip early light inducible protein 
EM Elektronenmikroskopie 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
EtOH Ethanol 
F Phenylalanin 
FPLC Fast Protein Liquid Chromatographie 
GPC Gelpermeations-Chromatographie 
GST Glutathion S-Transferase 
GTP Guanosintriphosphat 
HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure 
IgG Immunglobulin G 
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
kD kilo-Dalton 
KLH Keyhole Limpet Hemocyanin 
LHCP light harvesting chlorophyll-binding protein 
MBS N-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimidester 
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MeOH Methanol 
MOPS 3-Morpholinopropansulfonsäure 
mRNA messenger-RNA 
MW Molekulargewicht 
N. crassa Neurospora crassa 
NCL Nitrocellulose 
NTP Nukleosidtriphosphat 
OD Optische Dichte 
ORF offener Leserahmen 
oxa oxidase assembly 
P. sativum Pisum sativum 
PA Polyacrylamid 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PAS Protein A-Sepharose 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PVDF Polyvinylidendifluorid 
R Arginin 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse Transkriptions-PCR 
SDS Natriumdodecylsulfat 
Sec secretion 
SRP signal recognition particle 
TAT twin-argenin translocon 
TEMED N,N,N',N',-Tetramethylethylendiamin 
Tic Translokase der inneren Chloroplastenmembran 
TMD(s) Transmembrandomäne(n) 
Toc Translokase der äußeren Chloroplastenmembran 
U Einheit 
UTP Uraciltriphosphat 
UV ultraviolett 
Vo Ausschlussvolumen 
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        1 GGGCGAATTG GGCCCGACGT CGCATGCTCC CGGCCGCCAT GGCGGCCGCG GGAATTCGAT 
       61 TCATGTCGAG AGTTCTAGTC TCGTCTCCAT CTTCATTCTT CGGTTCACCG TTGATTAAAC 
      121 CGTCGTCATC TCTCCGTCAC AGTGGAGTAG GAGGAGGAGG AACCGCTCAA TTTCTTCCAT 
      181 ACCGGAGTAA TAATAACAAA CTCTTCACTA CTTCAACCAC CGTACGATTC AGCTTAAACG 
      241 AGATTCCTCC TTTCCATGGC TTGGATTCAT CTGTAGACAT CGGAGCGATT TTCACCAGAG 
      301 CTGAATCTCT TCTCTATACA ATAGCTGACG CCGCCGTTGT TGGTGCTGAT TCCGTCGTAA 
      361 CTACTGATTC ATCCGCCGTG CAGAAGAGTG GTGGTTGGTT TGGTTTTATC TCCGATGCTA 
      421 TGGAATTGGT TCTTAAGATT TTGAAGGATG GATTATCAGC GGTTCATGTA CCTTATGCTT 
      481 ATGGATTTGC GATTATCTTG CTTACGATTA TCGTCAAAGC AGCGACGTAT CCTTTGACTA 
      541 AGCAACAGGT TGAATCAACA CTAGCGATGC AAAATCTTCA ACCGAAAATC AAAGCGATTC 
      601 AACAACGTTA CGCAGGAAAT CAGGAGAGGA TACAACTAGA GACATCGCGA TTGTATAAAC 
      661 AAGCTGGTGT TAATCCGTTG GCAGGTTGCT TACCAACTTT AGCAACCATA CCAGTTTGGA 
      721 TTGGTTTATA CCAAGCTCTC TCTAACGTGG CCAACGAGGG ATTGTTTACA GAAGGTTTCT 
      781 TTTGGATTCC ATCTCTGGGT GGACCAACAT CTATAGCTGC TCGGCAGAGT GGATCCGGCA 
      841 TTTCGTGGCT TTTTCCGTTT GTGGACGGGC ATCCACCATT GGGATGGTAT GACACTGTAG 
      901 CTTATCTTGT TCTACCTGTT CTACTTATTG CCTCCCAGTA TGTGTCAATG GAAATTATGA 
      961 AGCCTCCTCA AACTGATGAT CCTGCACAGA AGAATACGCT TCTTGTTTTC AAGTTTCTTC 
     1021 CACTCATGAT CGGTTACTTT GCATTGTCTG TCCCATCAGG ACTATCTATT TACTGGCTCA 
     1081 CAAATAATGT ACTTAGTACC GCCCAACAAG TATATCTGCG TAAACTAGGT GGTGCAAAGC 
     1141 CAAATATGGA TGAAAACGCA AGCAAAATAA TAAGTGCGGG ACGAGCAAAG AGATCTATTG 
     1201 CTCAGCCTGA CGATGCTGGC GAAAGATTTA GACAATTAAA AGAGCAAGAG AAGCGCAGCA 
     1261 AGAAGAACAA GGCGGTTGCG AAAGATACAG TTGAATTGGT AGAAGAATCT CAGTCTGAAT 
     1321 CAGAAGAAGG GTCTGATGAT GAGGAAGAAG AGGCTCGTGA AGGAGCGTTA GCTTCGAGCA 
     1381 CAACAAGCAA GCCGCTTCCT GAGGTTGGCC AACGAAGAAG CAAAAGATCG AAGCGGAAAC 
     1441 GCACTGTATA GAAGCTAATC ACTAGTGAAT TCGCGGCCGC CTGCAGGTCG ACCATATGGG 
     1501 AGAGCTCCCA ACGCGTTGGA TGCATAGCTT GAGTATTCTA TAGTGTCACC TAAATAGCTT 
     1561 GGCGTAATCA TGGTCATAGC TGTTTCCTGT GTGAAATTGT TATCCGCTCA CAATTCCACA 
     1621 CAACATACGA GCCGGAAGCA TAAAGTGTAA AGCCTGGGGT GCCTAATGAG TGAGCTAACT 
     1681 CACATTAATT GCGTTGCGCT CACTGCCCGC TTTCCAGTCG GGAAACCTGT CGTGCCAGCT 
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     1741 GCATTAATGA ATCGGCCAAC GCGCGGGGAG AGGCGGTTTG CGTATTGGGC GCTCTTCCGC 
     1801 TTCCTCGCTC ACTGACTCGC TGCGCTCGGT CGTTCGGCTG CGGCGAGCGG TATCAGCTCA 
     1861 CTCAAAGGCG GTAATACGGT TATCCACAGA ATCAGGGGAT AACGCAGGAA AGAACATGTG 
     1921 AGCAAAAGGC CAGCAAAAGG CCAGGAACCG TAAAAAGGCC GCGTTGCTGG CGTTTTTCCA 
     1981 TAGGCTCCGC CCCCCTGACG AGCATCACAA AAATCGACGC TCAAGTCAGA GGTGGCGAAA 
     2041 CCCGACAGGA CTATAAAGAT ACCAGGCGTT TCCCCCTGGA AGCTCCCTCG TGCGCTCTCC 
     2101 TGTTCCGACC CTGCCGCTTA CCGGATACCT GTCCGCCTTT CTCCCTTCGG GAAGCGTGGC 
     2161 GCTTTCTCAT AGCTCACGCT GTAGGTATCT CAGTTCGGTG TAGGTCGTTC GCTCCAAGCT 
     2221 GGGCTGTGTG CACGAACCCC CCGTTCAGCC CGACCGCTGC GCCTTATCCG GTAACTATCG 
     2281 TCTTGAGTCC AACCCGGTAA GACACGACTT ATCGCCACTG GCAGCAGCCA CTGGTAACAG 
     2341 GATTAGCAGA GCGAGGTATG TAGGCGGTGC TACAGAGTTC TTGAAGTGGT GGCCTAACTA 
     2401 CGGCTACACT AGAAGAACAG TATTTGGTAT CTGCGCTCTG CTGAAGCCAG TTACCTTCGG 
     2461 AAAAAGAGTT GGTAGCTCTT GATCCGGCAA ACAAACCACC GCTGGTAGCG GTGGTTTTTT 
     2521 TGTTTGCAAG CAGCAGATTA CGCGCAGAAA AAAAGGATCT CAAGAAGATC CTTTGATCTT 
     2581 TTCTACGGGG TCTGACGCTC AGTGGAACGA AAACTCACGT TAAGGGATTT TGGTCATGAG 
     2641 ATTATCAAAA AGGATCTTCA CCTAGATCCT TTTAAATTAA AAATGAAGTT TTAAATCAAT 
     2701 CTAAAGTATA TATGAGTAAA CTTGGTCTGA CAGTTACCAA TGCTTAATCA GTGAGGCACC 
     2761 TATCTCAGCG ATCTGTCTAT TTCGTTCATC CATAGTTGCC TGACTCCCCG TCGTGTAGAT 
     2821 AACTACGATA CGGGAGGGCT TACCATCTGG CCCCAGTGCT GCAATGATAC CGCGAGACCC 
     2881 ACGCTCACCG GCTCCAGATT TATCAGCAAT AAACCAGCCA GCCGGAAGGG CCGAGCGCAG 
     2941 AAGTGGTCCT GCAACTTTAT CCGCCTCCAT CCAGTCTATT AATTGTTGCC GGGAAGCTAG 
     3001 AGTAAGTAGT TCGCCAGTTA ATAGTTTGCG CAACGTTGTT GCCATTGCTA CAGGCATCGT 
     3061 GGTGTCACGC TCGTCGTTTG GTATGGCTTC ATTCAGCTCC GGTTCCCAAC GATCAAGGCG 
     3121 AGTTACATGA TCCCCCATGT TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC TCCTTCGGTC CTCCGATCGT 
     3181 TGTCAGAAGT AAGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT ATGGCAGCAC TGCATAATTC 
     3241 TCTTACTGTC ATGCCATCCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT GGTGAGTACT CAACCAAGTC 
     3301 ATTCTGAGAA TAGTGTATGC GGCGACCGAG TTGCTCTTGC CCGGCGTCAA TACGGGATAA 
     3361 TACCGCGCCA CATAGCAGAA CTTTAAAAGT GCTCATCATT GGAAAACGTT CTTCGGGGCG 
     3421 AAAACTCTCA AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG ATGTAACCCA CTCGTGCACC 
     3481 CAACTGATCT TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT GGGTGAGCAA AAACAGGAAG 
     3541 GCAAAATGCC GCAAAAAAGG GAATAAGGGC GACACGGAAA TGTTGAATAC TCATACTCTT 
     3601 CCTTTTTCAA TATTATTGAA GCATTTATCA GGGTTATTGT CTCATGAGCG GATACATATT 
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     3661 TGAATGTATT TAGAAAAATA AACAAATAGG GGTTCCGCGC ACATTTCCCC GAAAAGTGCC 
     3721 ACCTGATGCG GTGTGAAATA CCGCACAGAT GCGTAAGGAG AAAATACCGC ATCAGGAAAT 
     3781 TGTAAGCGTT AATATTTTGT TAAAATTCGC GTTAAATTTT TGTTAAATCA GCTCATTTTT 
     3841 TAACCAATAG GCCGAAATCG GCAAAATCCC TTATAAATCA AAAGAATAGA CCGAGATAGG 
     3901 GTTGAGTGTT GTTCCAGTTT GGAACAAGAG TCCACTATTA AAGAACGTGG ACTCCAACGT 
     3961 CAAAGGGCGA AAAACCGTCT ATCAGGGCGA TGGCCCACTA CGTGAACCAT CACCCTAATC 
     4021 AAGTTTTTTG GGGTCGAGGT GCCGTAAAGC ACTAAATCGG AACCCTAAAG GGAGCCCCCG 
     4081 ATTTAGAGCT TGACGGGGAA AGCCGGCGAA CGTGGCGAGA AAGGAAGGGA AGAAAGCGAA 
     4141 AGGAGCGGGC GCTAGGGCGC TGGCAAGTGT AGCGGTCACG CTGCGCGTAA CCACCACACC 
     4201 CGCCGCGCTT AATGCGCCGC TACAGGGCGC GTCCATTCGC CATTCAGGCT GCGCAACTGT 
     4261 TGGGAAGGGC GATCGGTGCG GGCCTCTTCG CTATTACGCC AGCTGGCGAA AGGGGGATGT 
     4321 GCTGCAAGGC GATTAAGTTG GGTAACGCCA GGGTTTTCCC AGTCACGACG TTGTAAAACG 
     4381 ACGGCCAGTG AATTGTAATA CGACTCACTA TA 
Codierende Sequenz von Alb3 
Primer: 
M13 forward 
M13 reverse 
f2ALB3(112): 5’-gtg ctt gtt aag gct gct acg 
r2ALB3(113): 5’-ctt ctg aac tag tgg ttc tg 
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11 Anhang B: pGEX-4T-3-ALB3-50AA 
        1 ACGTTATCGA CTGCACGGTG CACCAATGCT TCTGGCGTCA GGCAGCCATC GGAAGCTGTG 
       61 GTATGGCTGT GCAGGTCGTA AATCACTGCA TAATTCGTGT CGCTCAAGGC GCACTCCCGT 
      121 TCTGGATAAT GTTTTTTGCG CCGACATCAT AACGGTTCTG GCAAATATTC TGAAATGAGC 
      181 TGTTGACAAT TAATCATCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT GTGAGCGGAT AACAATTTCA 
      241 CACAGGAAAC AGTATTCATG TCCCCTATAC TAGGTTATTG GAAAATTAAG GGCCTTGTGC 
      301 AACCCACTCG ACTTCTTTTG GAATATCTTG AAGAAAAATA TGAAGAGCAT TTGTATGAGC 
      361 GCGATGAAGG TGATAAATGG CGAAACAAAA AGTTTGAATT GGGTTTGGAG TTTCCCAATC 
      421 TTCCTTATTA TATTGATGGT GATGTTAAAT TAACACAGTC TATGGCCATC ATACGTTATA 
      481 TAGCTGACAA GCACAACATG TTGGGTGGTT GTCCAAAAGA GCGTGCAGAG ATTTCAATGC 
      541 TTGAAGGAGC GGTTTTGGAT ATTAGATACG GTGTTTCGAG AATTGCATAT AGTAAAGACT 
      601 TTGAAACTCT CAAAGTTGAT TTTCTTAGCA AGCTACCTGA AATGCTGAAA ATGTTCGAAG 
      661 ATCGTTTATG TCATAAAACA TATTTAAATG GTGATCATGT AACCCATCCT GACTTCATGT 
      721 TGTATGACGC TCTTGATGTT GTTTTATACA TGGACCCAAT GTGCCTGGAT GCGTTCCCAA 
      781 AATTAGTTTG TTTTAAAAAA CGTATTGAAG CTATCCCACA AATTGATAAG TACTTGAAAT 
      841 CCAGCAAGTA TATAGCATGG CCTTTGCAGG GCTGGCAAGC CACGTTTGGT GGTGGCGACC 
      901 ATCCTCCAAA ATCGGATCTG GTTCCGCGTG GATCCCCGAA TTCCCCTTTG ACTAAGCAAC 
      961 AGGTTGAATC AACACTAGCG ATGCAAAATC TTCAACCGAA AATCAAAGCG ATTCAACAAC 
     1021 GTTACGCAGG AAATCAGGAG AGGATACAAC TAGAGACCTC GCGATTGTAT AAACAAGCTG 
     1081 GTGTTAATCC GTTGTGACTC GAGCGGCCGC ATCGTGACTG ACTGACGATC TGCCTCGCGC 
     1141 GTTTCGGTGA TGACGGTGAA AACCTCTGAC ACATGCAGCT CCCGGAGACG GTCACAGCTT 
     1201 GTCTGTAAGC GGATGCCGGG AGCAGACAAG CCCGTCAGGG CGCGTCAGCG GGTGTTGGCG 
     1261 GGTGTCGGGG CGCAGCCATG ACCCAGTCAC GTAGCGATAG CGGAGTGTAT AATTCTTGAA 
     1321 GACGAAAGGG CCTCGTGATA CGCCTATTTT TATAGGTTAA TGTCATGATA ATAATGGTTT 
     1381 CTTAGACGTC AGGTGGCACT TTTCGGGGAA ATGTGCGCGG AACCCCTATT TGTTTATTTT 
     1441 TCTAAATACA TTCAAATATG TATCCGCTCA TGAGACAATA ACCCTGATAA ATGCTTCAAT 
     1501 AATATTGAAA AAGGAAGAGT ATGAGTATTC AACATTTCCG TGTCGCCCTT ATTCCCTTTT 
     1561 TTGCGGCATT TTGCCTTCCT GTTTTTGCTC ACCCAGAAAC GCTGGTGAAA GTAAAAGATG 
     1621 CTGAAGATCA GTTGGGTGCA CGAGTGGGTT ACATCGAACT GGATCTCAAC AGCGGTAAGA 
     1681 TCCTTGAGAG TTTTCGCCCC GAAGAACGTT TTCCAATGAT GAGCACTTTT AAAGTTCTGC 
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     1741 TATGTGGCGC GGTATTATCC CGTGTTGACG CCGGGCAAGA GCAACTCGGT CGCCGCATAC 
     1801 ACTATTCTCA GAATGACTTG GTTGAGTACT CACCAGTCAC AGAAAAGCAT CTTACGGATG 
     1861 GCATGACAGT AAGAGAATTA TGCAGTGCTG CCATAACCAT GAGTGATAAC ACTGCGGCCA 
     1921 ACTTACTTCT GACAACGATC GGAGGACCGA AGGAGCTAAC CGCTTTTTTG CACAACATGG 
     1981 GGGATCATGT AACTCGCCTT GATCGTTGGG AACCGGAGCT GAATGAAGCC ATACCAAACG 
     2041 ACGAGCGTGA CACCACGATG CCTGCAGCAA TGGCAACAAC GTTGCGCAAA CTATTAACTG 
     2101 GCGAACTACT TACTCTAGCT TCCCGGCAAC AATTAATAGA CTGGATGGAG GCGGATAAAG 
     2161 TTGCAGGACC ACTTCTGCGC TCGGCCCTTC CGGCTGGCTG GTTTATTGCT GATAAATCTG 
     2221 GAGCCGGTGA GCGTGGGTCT CGCGGTATCA TTGCAGCACT GGGGCCAGAT GGTAAGCCCT 
     2281 CCCGTATCGT AGTTATCTAC ACGACGGGGA GTCAGGCAAC TATGGATGAA CGAAATAGAC 
     2341 AGATCGCTGA GATAGGTGCC TCACTGATTA AGCATTGGTA ACTGTCAGAC CAAGTTTACT 
     2401 CATATATACT TTAGATTGAT TTAAAACTTC ATTTTTAATT TAAAAGGATC TAGGTGAAGA 
     2461 TCCTTTTTGA TAATCTCATG ACCAAAATCC CTTAACGTGA GTTTTCGTTC CACTGAGCGT 
     2521 CAGACCCCGT AGAAAAGATC AAAGGATCTT CTTGAGATCC TTTTTTTCTG CGCGTAATCT 
     2581 GCTGCTTGCA AACAAAAAAA CCACCGCTAC CAGCGGTGGT TTGTTTGCCG GATCAAGAGC 
     2641 TACCAACTCT TTTTCCGAAG GTAACTGGCT TCAGCAGAGC GCAGATACCA AATACTGTCC 
     2701 TTCTAGTGTA GCCGTAGTTA GGCCACCACT TCAAGAACTC TGTAGCACCG CCTACATACC 
     2761 TCGCTCTGCT AATCCTGTTA CCAGTGGCTG CTGCCAGTGG CGATAAGTCG TGTCTTACCG 
     2821 GGTTGGACTC AAGACGATAG TTACCGGATA AGGCGCAGCG GTCGGGCTGA ACGGGGGGTT 
     2881 CGTGCACACA GCCCAGCTTG GAGCGAACGA CCTACACCGA ACTGAGATAC CTACAGCGTG 
     2941 AGCTATGAGA AAGCGCCACG CTTCCCGAAG GGAGAAAGGC GGACAGGTAT CCGGTAAGCG 
     3001 GCAGGGTCGG AACAGGAGAG CGCACGAGGG AGCTTCCAGG GGGAAACGCC TGGTATCTTT 
     3061 ATAGTCCTGT CGGGTTTCGC CACCTCTGAC TTGAGCGTCG ATTTTTGTGA TGCTCGTCAG 
     3121 GGGGGCGGAG CCTATGGAAA AACGCCAGCA ACGCGGCCTT TTTACGGTTC CTGGCCTTTT 
     3181 GCTGGCCTTT TGCTCACATG TTCTTTCCTG CGTTATCCCC TGATTCTGTG GATAACCGTA 
     3241 TTACCGCCTT TGAGTGAGCT GATACCGCTC GCCGCAGCCG AACGACCGAG CGCAGCGAGT 
     3301 CAGTGAGCGA GGAAGCGGAA GAGCGCCTGA TGCGGTATTT TCTCCTTACG CATCTGTGCG 
     3361 GTATTTCACA CCGCATAAAT TCCGACACCA TCGAATGGTG CAAAACCTTT CGCGGTATGG 
     3421 CATGATAGCG CCCGGAAGAG AGTCAATTCA GGGTGGTGAA TGTGAAACCA GTAACGTTAT 
     3481 ACGATGTCGC AGAGTATGCC GGTGTCTCTT ATCAGACCGT TTCCCGCGTG GTGAACCAGG 
     3541 CCAGCCACGT TTCTGCGAAA ACGCGGGAAA AAGTGGAAGC GGCGATGGCG GAGCTGAATT 
     3601 ACATTCCCAA CCGCGTGGCA CAACAACTGG CGGGCAAACA GTCGTTGCTG ATTGGCGTTG 
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     3661 CCACCTCCAG TCTGGCCCTG CACGCGCCGT CGCAAATTGT CGCGGCGATT AAATCTCGCG 
     3721 CCGATCAACT GGGTGCCAGC GTGGTGGTGT CGATGGTAGA ACGAAGCGGC GTCGAAGCCT 
     3781 GTAAAGCGGC GGTGCACAAT CTTCTCGCGC AACGCGTCAG TGGGCTGATC ATTAACTATC 
     3841 CGCTGGATGA CCAGGATGCC ATTGCTGTGG AAGCTGCCTG CACTAATGTT CCGGCGTTAT 
     3901 TTCTTGATGT CTCTGACCAG ACACCCATCA ACAGTATTAT TTTCTCCCAT GAAGACGGTA 
     3961 CGCGACTGGG CGTGGAGCAT CTGGTCGCAT TGGGTCACCA GCAAATCGCG CTGTTAGCGG 
     4021 GCCCATTAAG TTCTGTCTCG GCGCGTCTGC GTCTGGCTGG CTGGCATAAA TATCTCACTC 
     4081 GCAATCAAAT TCAGCCGATA GCGGAACGGG AAGGCGACTG GAGTGCCATG TCCGGTTTTC 
     4141 AACAAACCAT GCAAATGCTG AATGAGGGCA TCGTTCCCAC TGCGATGCTG GTTGCCAACG 
     4201 ATCAGATGGC GCTGGGCGCA ATGCGCGCCA TTACCGAGTC CGGGCTGCGC GTTGGTGCGG 
     4261 ATATCTCGGT AGTGGGATAC GACGATACCG AAGACAGCTC ATGTTATATC CCGCCGTTAA 
     4321 CCACCATCAA ACAGGATTTT CGCCTGCTGG GGCAAACCAG CGTGGACCGC TTGCTGCAAC 
     4381 TCTCTCAGGG CCAGGCGGTG AAGGGCAATC AGCTGTTGCC CGTCTCACTG GTGAAAAGAA 
     4441 AAACCACCCT GGCGCCCAAT ACGCAAACCG CCTCTCCCCG CGCGTTGGCC GATTCATTAA 
     4501 TGCAGCTGGC ACGACAGGTT TCCCGACTGG AAAGCGGGCA GTGAGCGCAA CGCAATTAAT 
     4561 GTGAGTTAGC TCACTCATTA GGCACCCCAG GCTTTACACT TTATGCTTCC GGCTCGTATG 
     4621 TTGTGTGGAA TTGTGAGCGG ATAACAATTT CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC 
     4681 GGATTCACTG GCCGTCGTTT TACAACGTCG TGACTGGGAA AACCCTGGCG TTACCCAACT 
     4741 TAATCGCCTT GCAGCACATC CCCCTTTCGC CAGCTGGCGT AATAGCGAAG AGGCCCGCAC 
     4801 CGATCGCCCT TCCCAACAGT TGCGCAGCCT GAATGGCGAA TGGCGCTTTG CCTGGTTTCC 
     4861 GGCACCAGAA GCGGTGCCGG AAAGCTGGCT GGAGTGCGAT CTTCCTGAGG CCGATACTGT 
     4921 CGTCGTCCCC TCAAACTGGC AGATGCACGG TTACGATGCG CCCATCTACA CCAACGTAAC 
     4981 CTATCCCATT ACGGTCAATC CGCCGTTTGT TCCCACGGAG AATCCGACGG GTTGTTACTC 
     5041 GCTCACATTT AATGTTGATG AAAGCTGGCT ACAGGAAGGC CAGACGCGAA TTATTTTTGA 
     5101 TGGCGTTGGA ATT 
A 1058 C => kein AS-Austausch 
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12 Anhang C: pSS-tHOM3  
        1 GAATACACGG AATTCGAGCT CGGTACCCGG GGATCCGGAG CTTTGCAATT CAACCACAAG 
       61 AACTAACAAA GTCAGAACCA TGAGTTCAAC AATATCCCTA AAGCCGACGC ACCTTATCCT 
      121 CTCCCCTTTC TCCACAGGCA AAGTCCTCCA ATTCCGCCGC TCCCGTTTCA GCCACACACC 
      181 GTCGTCGTCG TCGTCTCGTT ATCGGACTCT CGTAGCTCAA CTCGGGTTCA GACCAGATTC 
      241 TTTTGATTTC ATCAAGGACC ATGCCGAGAA TCTGCTGTAC ACGATCGCTG ATGCCGCCGT 
      301 TTCGTCCTCT GAAACCTTTG AATCTGTCGC CGGCACTACT ACCAAAACGA CCCAGAGCAA 
      361 TGATTGGTTC TCTGGTATTG CTAATTACAT GGAAACTATT CTCAAGGTTT TGAAAGATGG 
      421 GTTATCAACT GTACATGTTC CTTATTCCTA TGGTTTCGCT ATCATTCTAT TGACTGTGCT 
      481 TGTTAAGGCT GCTACGTTCC CATTGACGAA AAAACAGGTT GAATCTGCCA TGGCTATGAA 
      541 ATCTTTGACG CCTCAAATAA AGGCTATTCA GGAACGGTAT GCTGGTGATC AGGAGACGAT 
      601 TCAGCTTGAA ACTGCTAGAT TGTATAAGCT TGCTGGAATA AATCCCCTTG CAGGCTGCCT 
      661 CCCCACACTA GCCACGATAC CTGTCTGGAT TGGGCTATAT AGAGCCCTCT CAAATGTTGC 
      721 AGATGAGGGG CTCTTAACGG AAGGTTTTTT CTGGATACCT TCTCTTGCTG GTCCAACGAC 
      781 TGTTGCTGCA AGACAGAATG GCAGTGGAAT CTCATGGCTG TTCCCTTTCA TTGAGGGACA 
      841 CCCACCTCTC GGATGGCCAG ACACATTAGC ATATCTTGTC TTACCTCTAT TGCTCGTCTT 
      901 CTCTCAATAC CTCTCCATTC AAATTATGCA GTCCTCGCAG AGTAATGATC CAGCCATGAA 
      961 GAGCTCACAA GCAGTGACTA AGCTTCTTCC ACTGATGATT GGCTATTTTG CATTATCAGT 
     1021 TCCTTCTGGT TTAAGTCTTT ATTGGCTGAC CAACAACATT TTGAGCACGG CACAGCAAGT 
     1081 ATGGCTTCAA AAATATGGTG GTGCTAAGAA TCCAGTGGAG AAATTCACTA ATTTGGTCAC 
     1141 TAAGGAAGAT AAAACACAAC AAATTGAGAA GTCTTTTTCA GAACCACTAG TTCAGAAGTC 
     1201 TGTTTCAGAA CTGAAAATAC CAAGAGAGAA GGGTGGTGAA AAGGTGACCC CAGAATGCCC 
     1261 CAAACCTGGT GAAAGGTTTA GGCTGCTGAA AGAGCAAGAA GCAAAGAGAC GTCGAGAAAA 
     1321 AGAAGAGAGG CAGAAAGCTG AAGCAGCTCT ATCTAATCAA AATACAGACA AAGCACATGA 
     1381 ACAAGATGAA AAATCTGATA CAGCCATTGT CGCTGAAGAT GATAAAAAAA CAGAACTTTC 
     1441 TGCTGTGGAT GAAACATCCG ATGGCACAGT AGCTGTGAAT GGGAAGCCAT CCATTCAAAA 
     1501 GGACGAGACT ACGAATGGGA CATTCGGCAT TGGCCATGAT ACAGAACAAC AGCATTCTCA 
     1561 TTAATCTAGA GTCGACCTGC AGGCATGCAA GCTTCCGGTC TCCCTATAGT GAGTCGTATT 
     1621 AATTTCGATA AGCCAGCTGC ATTAATGAAT CGGCCAACGC GCGGGGAGAG GCGGTTTGCG 
     1681 TATTGGGCGC TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG CGCTCGGTCG TTCGGCTGCG 
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     1741 GCGAGCGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA TCCACAGAAT CAGGGGATAA 
     1801 CGCAGGAAAG AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC AGGAACCGTA AAAAGGCCGC 
     1861 GTTGCTGGCG TTTTTCCATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG CATCACAAAA ATCGACGCTC 
     1921 AAGTCAGAGG TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAC CAGGCGTTTC CCCCTGGAAG 
     1981 CTCCCTCGTG CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC GGATACCTGT CCGCCTTTCT 
     2041 CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCTCATAG CTCACGCTGT AGGTATCTCA GTTCGGTGTA 
     2101 GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA CGAACCCCCC GTTCAGCCCG ACCGCTGCGC 
     2161 CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAA CCCGGTAAGA CACGACTTAT CGCCACTGGC 
     2221 AGCAGCCACT GGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA GGCGGTGCTA CAGAGTTCTT 
     2281 GAAGTGGTGG CCTAACTACG GCTACACTAG AAGGACAGTA TTTGGTATCT GCGCTCTGCT 
     2341 GAAGCCAGTT ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG TAGCTCTTGA TCCGGCAAAC AAACCACCGC 
     2401 TGGTAGCGGT GGTTTTTTTG TTTGCAAGCA GCAGATTACG CGCAGAAAAA AAGGATCTCA 
     2461 AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGGGGTC TGACGCTCAG TGGAACGAAA ACTCACGTTA 
     2521 AGGGATTTTG GTCATGAGAT TATCAAAAAG GATCTTCACC TAGATCCTTT TAAATTAAAA 
     2581 ATGAAGTTTT AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT TGGTCTGACA GTTACCAATG 
     2641 CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT CTGTCTATTT CGTTCATCCA TAGTTGCCTG 
     2701 ACTCCCCGTC GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGGCTTA CCATCTGGCC CCAGTGCTGC 
     2761 AATGATACCG CGAGACCCAC GCTCACCGGC TCCAGATTTA TCAGCAATAA ACCAGCCAGC 
     2821 CGGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTCCATCC AGTCTATTAA 
     2881 TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC 
     2941 CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG 
     3001 TTCCCAACGA TCAAGGCGAG TTACATGATC CCCCATGTTG TGCAAAAAAG CGGTTAGCTC 
     3061 CTTCGGTCCT CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT 
     3121 GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT CTGTGACTGG 
     3181 TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG CGACCGAGTT GCTCTTGCCC 
     3241 GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA TAGCAGAACT TTAAAAGTGC TCATCATTGG 
     3301 AAAACGTTCT TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT 
     3361 GTAACCCACT CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTCTGG 
     3421 GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA ATAAGGGCGA CACGGAAATG 
     3481 TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC ATTTATCAGG GTTATTGTCT 
     3541 CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA GAAAAATAAA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC 
     3601 ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC CTGACGTCTA AGAAACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA 
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     3661 TAAAAATAGG CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTCGCGCGT TTCGGTGATG ACGGTGAAAA 
     3721 CCTCTGACAC ATGCAGCTCC CGGAGACGGT CACAGCTTGT CTGTAAGCGG ATGCCGGGAG 
     3781 CAGACAAGCC CGTCAGGGCG CGTCAGCGGG TGTTGGCGGG TGTCGGGGCT GGCTTAACTA 
     3841 TGCGGCATCA GAGCAGATTG TACTGAGAGT GCACCATATC GACGCTCTCC CTTATGCGAC 
     3901 TCCTGCATTA GGAAGCAGCC CAGTAGTAGG TTGAGGCCGT TGAGCACCGC CGCCGCAAGG 
     3961 AATGGTGCAA GGAGATGGCG CCCAACAGTC CCCCGGCCAC GGGGCCTGCC ACCATACCCA 
     4021 CGCCGAAACA AGCGCTCATG AGCCCGAAGT GGCGAGCCCG ATCTTCCCCA TCGGTGATGT 
     4081 CGGCGATATA GGCGCCAGCA ACCGCACCTG TGGCGCCGGT GATGCCGGCC ACGATGCGTC 
     4141 CGGCGTAGAG GATCTGGCTA GCGATGACCC TGCTGATTGG TTCGCTGACC ATTTCCGGGG 
     4201 TGCGGAACGG CGTTACCAGA AACTCAGAAG GTTCGTCCAA CCAAACCGAC TCTGACGGCA 
     4261 GTTTACGAGA GAGATGATAG GGTCTGCTTC AGTAAGCCAG ATGCTACACA ATTAGGCTTG 
     4321 TACATATTGT CGTTAGAACG CGGCTACAAT TAATACATAA CCTTATGTAT CATACACATA 
     4381 CGATTTAGGT GACACTATA 
 
T 125 C => S16P 
A 597 C, A 598 G => K174T 
Codierende Sqequenz für Hom3, c-terminal in der sequenzeigenen PagI-
Schnittstelle trunkiert 
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Primer: fseqpSS6.5(146): 5’-gat tta ggt gac act ata g 
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Primer: rseqpSS6.5(147): 5’-caa tac gca aac cgc ctc 
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Primer: 
f2ALB3(112): 5’-gtg ctt gtt aag gct gct acg 
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Primer:  
r2ALB3(113): 5’-ctt ctg aac tag tgg ttc tg 
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